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(sogenannte  Scaffolds)  immer  wichtiger,  die  im  Sinne  eines  ‚Tissue  Engineering’ 
Vermehrung  und  Differenzierung  von  Zellen  in  vitro  oder  in  vivo  gezielt 
beeinflussen lassen.1,2,3 Während für medizinische Anwendungen bisher zugelassene 
Materialien  hinsichtlich  der  Eigenschaften  ihrer  Volumenphasen  (insbesondere 
mechanische  Eigenschaften)  oft  recht  gut  den  Produktanforderungen  entsprechen, 
müssen  die  Bioverträglichkeit  (Biokompatibilität)  und  das  Gewährleisten 
biospezifischer  Funktionalitäten  der  Materialgrenzflächen  trotz  intensiver 
Forschungsarbeiten  noch  als weitgehend  ungelöste  Probleme  angesehen werden.4 
Der  Aufklärung  von  Grundmustern  der  Wechselwirkung  zwischen  biologischen 
Organismen  und Materialgrenzflächen  und,  davon  ausgehend,  der  Steuerung  der 
Bioverträglichkeit  und  des  Funktionsprofils  von  Materialien  durch  gezielte 
Grenzflächengestaltung,  kommt  daher  ‐ gerade  im  Licht  des  rasanten 
Erkenntnisfortschrittes  der  Lebenswissenschaften ‐  eine  zentrale  Bedeutung  zu.  In 
diesem Zusammenhang werden verschiedenste Verfahren zur oberflächenselektiven 
Modifizierung  bzw.  Beschichtung  von  in  der  Medizintechnik  etablierten 
Basismaterialien  entwickelt,  wobei  die  Imitation  der  Schlüsseleigenschaften  von 
‚natürlichen Oberflächen’  durch  die Ankopplung  von  Biopolymeren  und  anderen 
bioaktiven  Molekülen  eine  besonders  wichtige  Rolle  spielt.  Hierfür  werden 
möglichst  vielseitig  anwendbare  Technologien  benötigt,  die  einerseits  für 
verschiedenste  Basismaterialien  geeignet  sind  und  andererseits  eine  definierte 
Veränderung molekularer  Signale  (z.B.  durch  die  Variation  der  Anbindungsform 
oder durch laterale Mikrostrukturierung) erlauben.  
Für  die  Nutzung  von  Stammzellen  aus  dem  Knochenmark  in  hämatologisch‐
onkologischen Therapien sowie in den zahlreichen in  jüngster Zeit vorgeschlagenen 
Konzepten  der  regenerativen Medizin  kommt  der  Vermehrung  von  Stammzellen 





weitgehender  Beibehaltung  ihres  Potentials  zur  Bildung  verschiedener  Zelltypen 











extrazellulären Matrix  vermittelte  Adhäsion  der  Zellen  als  auch  in  diese Matrix 
eingebundene  Wachstums‐  und  Differenzierungsfaktoren  einen  Einfluss  auf  die 
Konservierung des gewünschten Eigenschaftsprofils der Zellen.  
 
Thermisch  schaltbare Zellkultursubstrate  erfreuen  sich  immer größerer Beliebtheit. 
Im  Gegensatz  zu  den  bisher  etablierten  Methoden  zum  Ernten  von  Zellen  und 
Zellrasen,  Abtrypsinieren  bzw.  mechanische  Methoden,  bietet  der  thermisch 
induzierte Erntevorgang verschiedene Vorteile. Es werden alle Zellen, die auf einem 
Substrat kultiviert wurden, geerntet, ohne  einige ganz oder  teilweise zu zerstören. 
Außerdem  wird  vermutet,  dass  sich  die  Zellen  mitsamt  ihrem  extrazellulären 
Geflecht  aus Matrixproteinen  ablösen  lassen  und  so  nach  ihrem Ablösen  in  ihrer 
natürlichen  Umgebung  verbleiben.  Dieser  Umstand  ist  von  grundlegender 
Bedeutung,  da  solche  Zellen  bei  einer  Transplantation  höhere Überlebenschancen 
besitzen. 
Die Herstellung solcher schaltbaren Zellkultursubstrate wird mit Hilfe so genannter 
thermisch  schaltbarer Polymere  realisiert, welche  in dünnen Schichten aufgebracht 
werden.  Diese  bieten  unter  Zellkulturbedingungen  eine  ausreichen  hydrophobe 






herzustellen,  wodurch  gezielt  Einfluss  auf  Architektur  und  Zusammensetzung 
genommen werden kann.  
Weiteren Einflussfaktoren auf das Wachstum bzw. Ablösen von Zellen auf bzw. von 
solchen  Substraten  sind  neben  Polymercharakteristik  auch  Peptide,  Proteine  oder 











Ziel  dieser  Arbeit  ist  die  Herstellung  thermisch  schaltbarer  Polymere  für  die 
Anwendung in Zellkultursubstraten und deren Charakterisierung.  
Zur  Herstellung  von  definierten  Polymeren  und  Polymerarchitekturen  ist  die 
kontrolliert  radikalische  Methode  des  RAFT‐Prozesses  einzusetzen.  Dazu  nötige 
niedermolekulare  Kettenübertragungsreagenzien  sind  zu  synthetisieren.  Die 
kontrolliert  hergestellten  Polymere,  Copolymere  und  Blockcopolymere  sind 




Die  erzeugten  Hydrogelschichten  sind  in  ersten  Zellversuchen  auf  Toxizität  und 
Funktionalität  zu  überprüfen.  Die  Zellkultursubstrate  sind  hinsichtlich  ihres 
Verhaltens  während  eines  thermischen  Stimulus  zu  charakterisieren  (Quellung, 
Hydrophilie/Hydrophobie).  Der  Einfluss  eines  Temperaturstimulus  auf  die 
gequollenen  Schichten  ist  dafür  mit  Hilfe  der  Ellipsometrie  zu  untersuchen,  die 
Oberflächeneigenschaften sind durch Kontaktwinkelmessungen zu beschreiben.  
Weitergehende  Zellversuche  mit  speziellen  tierischen  bzw.  humanen  Zelllinien 
sollen die breite Anwendbarkeit des Systems verdeutlichen. Durch Untersuchungen 
des  Verhaltens  von  extrazellulären  Matrixproteinen  (Fibronektin;  Laminin; 
Kollagen I, IV)  vor,  während  bzw.  nach  einem  Schaltvorgang  sollen  die 
Mechanismen des Zellablösens besser verstanden werden, um die Eigenschaften des 
Polymergels  anpassen  zu  können. Dazu werden  die  für  die Adhäsion  der  Zellen 
verantwortlichen  Matrixproteine  markiert  und  ihr  Einbau  in  die  extrazelluläre 
Matrix sowie das Verhalten während eines Temperaturstimulus verfolgt.  
In  Zusammenarbeit  mit  der  Augenklinik  Dresden  ist  die  Anwendbarkeit  des 
entwickelten  Systems  für  korneale  Endothelzellen  (HCEC)  zu  testen  und 
weitergehend zu untersuchen. 
Durch  die  beschriebene  Vorgehensweise  sollten  am  Ende  dieser  Arbeit  dünne 
thermisch schaltbare Hydrogelschichten für die Verwendung als Zellkultursubstrate 
zur  Verfügung  stehen.  Durch  die  Untersuchung  der  Vorgänge  während  des 
Ablösens  eines  Zellrasens  von  der  Oberfläche  sollten  grundlegende  Vorgänge 
verstanden  werden.  Somit  soll  es  möglich  werden,  dieses  System  weiter  zu 
optimieren  und  an  gestellte  Anforderungen  anzupassen,  damit  letztendlich  ein 











klinischen  Arbeit  ist  Gegenstand  zahlreicher  Forschungen7.  Dabei  liegt  ein 
besonderes  Augenmerk  in  der  Erforschung  von  künstlichen  Geweben  oder 
Gewebeersatzstoffen.  Sensitive  Polymere  werden  dabei  z. B.  zur  Bildung  von 
künstlichen Geweben innerhalb des Körpers durch Autoaggregation verwendet.8 So 
können  diese  durch  die  Besiedlung mit  körpereigenen Zellen  kranke Gewebeteile 
ersetzen.  
Ein weiteres Anwendungsgebiet  von  thermisch  schaltbaren Hydrogelen  ist  neben 
dem  Einsatz  als  Biosensor,  Biokatalysator  oder  zur  kontrollierten  Freisetzung  von 
Wirkstoffen9,10  der  Einsatz  als  Zellkultursubstrat.11,12,13  Hier  spielen  vor  allem  die 
Wechselwirkungen der extrazellulären Matrix (ECM) der Zellen mit dem thermisch 
schaltbaren Zellkultursubstrat eine bedeutende Rolle. 
Es  konnte  bereits  eine  Vielzahl  von  Zelltypen  und  Zelllinien  auf  thermisch 
schaltbaren  Hydrogelen  erfolgreich  kultiviert  werden.  Es  sind  auch  bereits  erste 
schaltbare  Kultursubstrate  kommerziell  erhältlich.14  Die  für  die  Verwendung  als 
schaltbare  Kultursubstrate  notwendigen  Beschichtungen  werden  von  den 
Forschergruppen auf unterschiedlichste Weise hergestellt. So sind Methoden durch 































realisiert.  Die  Zell‐Matrix‐Bindung  ist  oft  mit  einer  Bildung  von  fibrillären  oder 










durch  ihre Verfilzung  und Verzahnung  untereinander  eine  Permeabilitätsbarriere. 
Dadurch wird  der  Stofftransport  durch  den  extrazellulären Raum  beeinflusst. Die 
letzte  Gruppe  der  ECM‐Moleküle,  die  adhäsiven  Glycoproteine,  vermitteln  den 
Kontakt der extrazellulären Matrix zu den im Bindegewebe eingelagerten Zellen. Zu 
diesen  Strukturglycoproteinen  zählen  die Nektine  (z.  B.  Vitronektin,  Fibronektin) 
und die Großfamilie der Laminine.  
 
Aufgrund  der  Komplexität  der  ECM  sind  für  verschiedene  Zelltypen 




















Lösungsmittel  nicht mehr  löslich  ist,  sondern  dieses  aufnimmt  und  damit  quillt. 
Handelt es sich bei dem Quellungsmittel um Wasser, spricht man von Hydrogelen; 
trockene  Schichten werden  als Xerogele  bezeichnet. Die Vernetzung der Polymere 
kann  physikalisch  oder  chemisch  erfolgen.  Bei  einem  physikalisch  vernetzten Gel 
werden  die  Netzknoten  durch  Verschlaufungen  und  Verhakungen  von  langen 
Polymerketten  untereinander  gebildet.  Bei  chemisch  vernetzten Gelen werden  die 
Knotenpunkte  durch  kovalente  Bindungen  zwischen  den  Polymerketten  gebildet. 
Die  chemische  Vernetzung  erfolgt  irreversibel.18  Es  existieren  verschiedene 
Möglichkeiten  der  chemischen  Vernetzung.  Mit  Hilfe  von  multifunktionellen 
Monomeren  (Vernetzer‐Moleküle)  können  Polymergele  direkt  aus  der 
Monomerlösung polymerisiert und vernetzt werden.  
Die Vernetzungsreaktion kann auch thermisch  induziert werden. Ein Beispiel dafür 
ist  die  nachträgliche  Veresterung  von  Polymeren mit Alkohol‐  und  Carbonsäure‐
Gruppen.19 Die Bestrahlung von Polymeren mit energiereicher Strahlung, wie z. B. 
γ‐Strahlung,  führt  neben Abbaureaktionen  auch  zur Vernetzung  der Ketten  durch 
Radikalbildung.  Noch  nicht  vernetzte  lineare  Polymere  können  deshalb 
strahlenchemisch  durch  energiereiche  Strahlung  nachträglich  vernetzt  werden.20,21 
Eine  strahlenchemische  Vernetzung  zum  Polymergel  ist  ebenfalls  aus  der 
Monomerlösung möglich.22 Durch  unterschiedliche  Energiedosen  ist  der Grad  der 
Vernetzung  einstellbar.  Hydrogele  zeigen  ein  analoges  Verhalten  bez.  ihrer 
charakteristischen  Eigenschaften wie  deren  lineare  Polymere  in  Lösung. Aus  dem 
Verhalten  der  Lösung  des  linearen  Polymers  können  Rückschlüsse  auf  die 
Quelleigenschaften der daraus gebildeten Gele gezogen werden. So sind die Stimuli 
zur Anregung sensitiver Gele dieselben wie bei den löslichen Polymeren. Der Effekt 
durch den  Stimulus  äußert  sich  im Kollabieren  oder Quellen der Hydrogele.31 Ein 
temperatursensitives Gel  liegt unterhalb seiner LCST gequollen vor und schrumpft 
oberhalb  dieser  charakteristischen  Temperatur.  Die  Volumenänderung  eines 
sensitiven  Gels  ist  reversibel.  Deshalb  kann  der  Phasenübergang  wiederholt 





















Hydrogele,  da  durch  den  gezielt  steuerbaren  Quell‐  bzw.  Entquellvorgang  z.  B. 




Biomaterialien  können  als  Polymer  in  Lösung  (z. B.  als  optische  Indikatoren, wie 
Sensoren oder  Schalter),  als Polymer  an Oberflächen gebunden  (z. B.  für bioaktive 
Oberflächen) und als Hydrogel (z. B. als „Drug Delivery“ mit „Controlled Release“‐
System)  verwendet  werden.  Durch  sensitive  Polymer‐Biomoleküle  können  z.  B. 
Enzyme  aus Bioprozessen  einfach  separiert und  somit wieder  verwertet werden.31 
Sind  sensitive Polymere  chemisch oder physikalisch an  eine Oberfläche gebunden, 
führt die Phasenseparation der Polymere zu einer Änderung in der Schichtdicke der 





Aus“‐Lichttransmissionsschalter  angewendet  werden.31  Weitere  mögliche 
Anwendungen sensitiver Gele sind Sensoren, chemomechanische Aktoren, Schalter, 
Display‐Einheiten  und  selektive  Pumpen.33 Unter Verwendung  von Mikroventilen 
mit Hydrogel‐Aktoren  können  bei  bisher  verwendeten Mikroventilen  auftretende 
Probleme wie  eine hohe Partikelintoleranz  oder Leckrate vermieden werden.29 Ein 




















Viele  Biopolymere,  wie  zum  Beispiel  Proteine,  reagieren  auf  ihre 
Umgebungsparameter.  So  haben  die  Temperatur  oder  der  pH‐Wert  einen  großen 
Einfluss auf die Funktionalität bzw. Aktivität der Biopolymere.  In ähnlicher Weise 
beeinflussen  Umgebungsvariable  synthetische  Polymere.  Die  Wechselwirkungen 
von Polymeren mit ihrer Umgebung sind vielfältig und stark von dieser abhängig. So 
können  bereits  kleine  Änderungen  in  der  Temperatur,  des  pH‐Wertes,  der 
elektrischen  oder  magnetischen  Feldstärke  bzw.  der  Konzentration  koordinativ 
gebundener Substanzen dramatische Auswirkungen auf das Lösungsverhalten bzw. 
andere  Funktionalitäten  haben.30  So  verursachen  geringe  physikalische  oder 
chemische  Stimuli  eine  scharfe  Änderung  der  physikalischen  bzw.  chemischen 
Eigenschaften des Polymers.31 
So viele Anregungsparameter  existieren,  so vielseitig  ist auch die Auswirkung auf 
das  Polymer. Wird  der  kritische  Parameter  angeregt,  kommt  es  beim  sensitiven 
Polymer  in Lösung  zu  einer Trübung durch die  eintretende Phasenseparation,  bei 
oberflächengebundenen  Polymeren  zum  Kollabieren  und  damit  zur  Abgabe  des 
Quellmittels. Außerdem ändern sich die Grenzflächeneigenschaften. Sie ändern sich 
von hydrophil zu hydrophob.  
All  diese  Phänomene  sind  reversible  Prozesse, wobei  es  zu Hysteresen  kommen 
kann, wenn der Stimulus umgekehrt wird. 









Normalerweise  lösen  sich  Stoffe  bei  höherer  Temperatur  besser  in  ihrem 
Lösungsmittel. Diese Substanzen besitzen nur eine so genannte UCST (engl. für upper 
critical solution temperature, obere kritische Löslichkeitstemperatur) bei der gerade die 
Substanz  noch  nicht  mit  dem  Lösungsmittel  mischbar  ist,  es  also  zur 
Phasenseparation kommt.  
In  Polymerlösungen  gibt  es  dagegen  häufiger  eine  so  genannte  untere 
Löslichkeitsgrenze,  bei  der  also  das  Polymer  gerade  noch mit  dem  Lösungsmittel 
mischbar ist. Diese Grenze wird als LCST (engl. für lower critical solution temperature, 
untere  kritische  Löslichkeitstemperatur)  bezeichnet.  Polymere  die  ein  solches 






Phasenübergangstemperatur  (Tcr.)  aus  ihrem Lösungsmittel  aus,  anstatt  sich besser 
zu  lösen. Dieses wird  in wässrigen Lösungen auf die Balance von hydrophilen und 
hydrophoben Gruppen im Polymer zurückgeführt.32  
Die  Phasenseparation  bei  Temperaturerhöhung  ist  ein  auf  Entropie  basierender 
Prozess. Den größten Anteil dabei hat die thermodynamische Komponente, die sich 
aus  der  Zerstörung  der  Wasserstoffbrückenbindungen  zwischen  Polymer  und 
Wasser  bei  Erwärmung  ergibt.33  Dabei  bilden  sich  die 
Wasserstoffbrückenbindungen (WBB)  von  zunächst  Polymer‐Wasser  zu  Polymer‐
Polymer  um.  Die  intermolekularen  WBB  zwischen  Polymer  und  Lösungsmittel 
bilden sich zu intramolekularen WBB zwischen Polymer und Polymer um. Aufgrund 
dessen aggregiert die Polymerkette.  
Der  physikochemische  Prozess  hinter  diesem  Phänomen  basiert  auf  der 
verminderten  Entropie  während  des  Mischens  (negatives  ∆S).  Bei  höheren 
Temperaturen  übersteigt  der  negative  Entropieterm  die  exotherme  Enthalpie, 
resultierend aus dem Aufbau der WBB zwischen den polaren Gruppen des Polymers 
und des Lösungsmittels. Wird die Änderung der freien Energie (∆G) einmal positiv, 























































































































Eine  wichtige  Gruppe  wasserlöslicher  nicht‐ionischer  Polymere  mit  einem 
LCST‐Verhalten basiert auf N‐Alkylacrylamiden.33 






















FTIR‐Untersuchungen  von  Poly(N‐alkylacrylamiden)  zeigen,  dass  die  Amid‐
Gruppen aktiv an der Bildung von WBB beteiligt sind.35,36  
Comonomere verändern bei Copolymerisation mit NiPAAm dessen LCST, wobei die 
Struktur  des  Comonomers  von  entscheidender  Bedeutung  ist.  Mit  Acrylamiden, 
welche  eine  ähnliche  Struktur  wie  NiPAAm  aufweisen,  kann  man  die 


















erniedrigen  die  Tcr.  des  Copolymers,  wohingegen  hydrophile  Comonomere  diese 
drastisch erhöhen können.  
Die  Stärke  der  Veränderung  hängt  dabei  von  der  Zusammensetzung  des 
Copolymers ab. Je höher der Gehalt an Comonomer, desto größer die Veränderung.  
Wie  schon  erwähnt,  ist  die  Struktur  des  Comonomers  auch  für  die  Schärfe  des 
Phasenübergangs ausschlaggebend. So verbreitert sich der Phasenübergang bei der 







der  Tcr.  ermöglichen  oder  weitere  Funktionalität  oder  Sensitivität  beisteuern.  So 




verwendeten  Comonomere  beeinflusst.  Aber  auch  die  räumliche  Anordnung  der 
Comonomere hat einen Einfluss auf das Phasenverhalten der Copolymere. 
Oft  findet P(NiPAAm) Verwendung zur Herstellung von Blockcopolymeren, wozu 
verschiedene  kontrollierte  Techniken  eingesetzt  werden.  Blockcopolymere  von 
P(NiPAAm) und z. B. Polyethylenglykol zeigen im Gegensatz zu ihren statistischen 
Analoga  ein  beobachtbares  Mizellierungsverhalten.  Bei  Temperaturerhöhung 
werden die nun unlöslichen P(NiPAAm)‐Blöcke durch die Bildung von Mizellen von 
den  PEG‐Blöcken  in  Lösung  gehalten.  Eigene  Vorarbeiten  zur Untersuchung  von 














so  z. B.  bei  der  beschriebenen  Anwendung  als  Zellkultursubstrat,  wo  bisher 
Schichtdicken  größer  100  nm  verwendet werden.  Jedoch  ist  die  Präparation  von 
P(NiPAAm)‐Schichten im Nanometermaßstab seltener.42 Blockcopolymere in dünnen 
Schichten an Oberflächen zeigen auch hier ihr interessantes Phasenverhalten, wobei 









mit  P(NiPAAm)  als  hydrophilen  und  Polystyren  (PS)  bzw.  Poly(tert‐
butylmethacrylat) (PtBMA) als hydrophoben Block hergestellt, welche eine niedrige 
Polydispersität  aufwiesen.45  ATRP‐Methoden  unter  Verwendung  von  Tris‐(2‐
dimethylaminoethyl)‐amin  (Me6‐TREN) und Kupfer(I)chlorid als Katalysatorsystem 
erzeugen  kontrollierte  P(NiPAAm)‐Polymere  schon  bei  Raumtemperatur.46  Auch 
dendritische  Strukturen  von  Poly(benzyl)ether  wurden  bereits  mit  einem 
P(NiPAAm)‐Block  auf RAFT‐Basis  erweitert.  So  erhaltene Mizellen  liegen  in  einer 
monodispersen Verteilung vor mit Durchmesser von rund 50 nm.47 
Zur  Herstellung  von  „drug  delivery“‐Systemen  werden  sich  selbstorganisierende 
P(NiPAAm)‐Blockcopolymere  diskutiert  und  erforscht,  welche  mit  Hilfe  von 
vernetzbaren  Gruppen  so  genannte  Nanogele  bilden  können.48  Der  Einsatz  von 
speziell  modifizierten  P(NiPAAm‐g‐P2VP)‐Polymeren  ermöglicht  die  Darstellung 






















Mit  Hilfe  der  radikalischen  Polymerisation  können  nahezu  alle  vinylhaltigen 
Monomere  umgesetzt  werden.  Ein  weiterer  Vorteil  ist  die  Unempfindlichkeit 
gegenüber Wasser  bzw.  protischen  Lösungsmitteln,  funktionellen  Gruppen50  und 
sonstigen  Verunreinigungen,  ausgenommen  Sauerstoff  und  andere  Radikalfänger. 
Die  radikalische  Polymerisation  wird  daher  zur  Herstellung  der  wichtigsten 
Massenpolymere  verwendet,  genannt  seien  nur:  Poly(ethylen)  (LDPE), 
Poly(vinylchlorid) und Poly(styrol). 
Die  Nachteile  der  konventionellen  radikalischen  Polymerisation  sind  die  geringe 
Kontrolle über das Molekulargewicht und die hohen Polydispersitäten der Produkte.  
Dies  liegt an den häufig auftretenden Terminierungs‐ und Übertragungsreaktionen. 
Die  leicht  zu  bildenden  Radikale  reagieren  unter  Disproportionierung  oder 
Rekombination, wodurch  ungesättigte  Kettenenden  bzw.  „tote“  Ketten  entstehen. 





beinhalten,  führen  direkt  zu  thermisch  sensitiven  Gelen.  Lösliche  lineare 
P(NiPAAm)‐Polymere  sind  kommerziell  erhältlich  und  finden  vielfältige 





















Polyethylenglykol  (PEG)  findet  in vielen Hydrogelen eine Anwendung, zum einen 
wegen seiner guten Lösungseigenschaften in Wasser, seiner guten Quellbarkeit und 




lebenden  System  erkannt  und weist  deswegen  eine  geringe Zytotoxizität  auf  und 
bildet so genannte „Stealth‐Systeme“.52 
Verschiedene  PEG‐Makromonomere  sind  kommerziell  erhältlich.  Durch  deren 
Polymerisation erhält man Kammpolymere mit PEG‐Seitenketten.40 
In  der  vorliegenden  Arbeit  finden  drei  verschiedene  PEGMA‐Monomere 
unterschiedlicher Molmasse Anwendung (siehe Abbildung 3‐4): 
 




















(PEGMA) besteht  in der Anzahl der Ethylenglykoleinheiten  (EG)  in der PEG‐Kette. 
Während bei DEGMA nur zwei EG‐Einheiten vorhanden  sind, besteht PEG475MA 
aus acht EG‐Einheiten und PEG2080MA aus rund 44 EG‐Einheiten.  
Der Einsatz  von PEG‐Methacrylaten  als Comonomer  in P(NiPAAm)‐Copolymeren 





















unterbricht  man  die  P(NiPAAm)‐Hauptkette,  was  zur  Folge  hat,  dass  sich  die 
Schalttemperatur  Tcr.  verschiebt,  zum  anderen  beeinflusst  man  die 
Quelleigenschaften,  wie  Quellkinetik  bzw.  Quellungsgrad  positiv,  da  reine 
P(NiPAAm)‐Polymere in dünnen Schichten sehr lange zum Quellen benötigen.42 Im 
Falle  von dicken  Schichten  bzw. Hydrogelen wurde  bei  schneller Erwärmung der 
gequollenen  Schicht  auch  eine  so  genannte  „Hautbildung“  beobachtet,  die  ein 
schnelles  Entquellen  verzögert,  was  mit  dem  Einsatz  von  zum  Beispiel 
PEGMA‐Comonomeren  nicht  auftrat.  Der  Einsatz  vom  PEGMA‐Comonomeren 
verursacht  allerdings  auch  eine  Verbreiterung  des  Schaltvorgangs,  so  dass  nicht 
mehr nur von einer Schalttemperatur, sondern von einem Schaltbereich gesprochen 
werden  muss.  Dies  ist  eine  Folge  der  PEG‐Seitenketten  im  Copolymer  die  im 
genannten Temperaturbereich wasserlöslich sind und so das gesamte Makromolekül 
teilweise  in  Lösung  halten  können.  Andererseits  können  durch  die  verursachten 
Störstellen  in der P(NiPAAm)‐Hauptkette Wassermoleküle diese  leichter  erreichen 












PEGMA  werden  meist  frei  radikalisch  umgesetzt,  so  besitzen  z. B.  die  mit 








































Eigene  Vorarbeiten  zeigen  die  Synthese  von  P(NiPAAm‐g‐DEGMA)‐
Kammcopolymeren  mit  Hilfe  der  freien  radikalischen  Polymerisation.41,58  Die 
Zusammensetzung  des  Polymers  ist  dabei  von  den  Copolymerisationsparametern 
abhängig. Bei bekannten Copolymerisationsparametern kann die Zusammensetzung 
des Copolymers über die Monomerzusammensetzung definiert werden. Die  in der 
gezeigten  Arbeit41  bestimmten  Copolymerisationsparameter  zeigen,  dass  die  freie 

































Kontrolliert  hergestellte  Polymere  sind  nicht  nur  kontrolliert  im  Sinne  einer 
Kontrolle  über Molgewicht  und Molgewichtsverteilung,  sondern  es  ist  vor  allem 
möglich,  auch  Endgruppen  zu  definieren  und  so  die  Architektur  des  gesamten 
Polymers  zu  bestimmen.  Zum  Beispiel  bietet  ein  Initiator  am  Kettenende  die 
Möglichkeit,  einen  weiteren  Block  zum  bestehenden  zu  addieren.  Daraus 
resultierende  Blockcopolymere  haben  die  Fähigkeit,  Kombinationen  mehrerer 
Eigenschaften unabhängig voneinander zu tragen. Es kann zu Phasenseparation auf 
Nanoebene führen und in „Self assembly“‐Methoden verwendet werden. Durch die 
Kopplung  von  verschieden  Eigenschaften  in  einer  Polymerkette  werden  die 
Blockcopolymere zu einer  interessanten Stoffklasse mit hohem Forschungsinteresse 
und Anwendungspotential.  
Makromoleküle  mit  einer  blockartigen  Architektur  werden  als  Blockcopolymere 
definiert, wenn sie aus mindestens zwei verschieden Blöcken mit unterschiedlicher 
Monomerzusammensetzung  bestehen.  Dabei  können  neben  linearen  auch 
sternförmige Strukturen hergestellt werden.59 
Blockcopolymere  sind  bereits  in  großer  Zahl  und  vielen Architekturen  hergestellt 
worden,  wobei  meist  lebende  ionische  Polymerisationstechniken  zum  Einsatz 
kommen. Nach der lebenden kationischen60 bzw. anionischen61 Polymerisation ist es 

































Polymerisationen  wurde  schon  bei  der  „Atom  Transfer  Radical  Addition“  (ATRA) 
verwendet.63 Bei der ATRP (engl. für Atom Transfer Radical Polymerisation) werden die 
Radikale  durch  einen  reversiblen  Redoxprozess  generiert,  der  von  einem 
Übergangsmetallkomplex  katalysiert  wird.  Bedingungen  für  die  ATRP  sind  eine 
schnelle  Deaktivierung  der  aktiven  Spezies  durch  ein  Metall  im  höheren 
Oxidationszustand. Der Prozess erlaubt neben der Herstellung von Polymeren mit 
vorherbestimmten Molekulargewichten  und  geringeren  Polydispersitäten  auch  die 
Kontrolle  über  die  Kettentopologie  (verzweigte  oder  sternförmige Architekturen), 
die  Zusammensetzung  (Block‐,  Gradienten‐,  statistisches  Copolymer)  und  die 
Endfunktionalisierung  für  eine  große  Anzahl  an  radikalisch  polymerisierbaren 
Monomeren.64 
Der  Mechanismus  der  Polymerisation  ist  von  Matyjaszewski  in  der  gegebenen 
Literaturstelle ausführlich dargelegt.65 
Für  die  ATRP  verwendbare Monomere  tragen  Substituenten,  die  das wachsende 
Radikal  stabilisieren  können.  Dazu  gehören  Styrol66,  Methacrylate  (z.B.  MMA67, 
DEAEMA68,  HEMA69),  (Meth‐)  Acrylamide  (z.B.  DMAAm70,  NiPAAm71)  und 





















Mit  der  Nitroxid‐vermittelten  radikalischen  Polymerisation  (NMRP)  können 
ebenfalls  kontrollierte  Copolymerarchitekturen  mit  niedrigen  Polydispersitäten 





Da  das  übertragende  Radikal  während  der  Polymerisation  in  viele  reversible 
Terminierungs‐ und Aktivierungsschritte eingebunden ist, hat dessen Struktur einen 
entscheidenden  Einfluss  auf  den  Verlauf  der  Reaktion.  Unter  Verwendung  von 
alicyclischen  Nitroxiden  mit  einem  H‐Atom  am  α‐C‐Atom  konnten  wesentlich 
verbesserte Systeme erhalten werden. Die Phosphonat‐Derivate (nach GNANOU)73,74 
und  die  Familie  der  Arene  (nach  HAWKER)75,76  haben  sich  dabei  als  die  besten 
Systeme erwiesen.  


































Die  von  Otsu78,79,80  1982  entwickelte  Methode  des  „Iniferter“  (Initiator‐
Transferreagenz‐Terminator) kann als Vorläufermethode des heute bekannten RAFT‐
Prozesses81,82,83  gelten.  Im  Falle  des  Iniferters  kommen Disulfide wie  R‐S‐S‐R  oder 








Die  Probleme  der  Iniferter‐Methode  (hohe  Polydispersität  und  geringe  Kontrolle 
über  die  Molmassen)  konnten  von  Rizzardo  et.  al.  mit  Hilfe  von 
(Thiocarbonyl)sulfanyl–Derivaten  der  allgemeinen  Formel  Z‐C(=S)‐SR  behoben 
werden.  Diese  Kettenübertragungsreagenzien  (CTA,  engl.  chain  transfer  agent) 
zerfallen kontrollierbar unter Einfluss eines Initiators. 
Der  lebende  Charakter  einer  RAFT‐Polymerisation  beruht  auf  der  hohen 
Übertragungskonstante  der  Dithiocarbonyl‐Gruppe  und  der  schnellen 
Gleichgewichtreaktion  zwischen  schlafender  und  aktiver  Polymerkette.  Als 




























Die  für  die  freie  radikalische  Polymerisation  verwendeten  Parameter  können 
größtenteils  auf  eine  RAFT‐Polymerisation  übertragen  werden.  Dabei  ist  es 
unerheblich, ob in Substanz, Lösung, Emulsion oder Suspension gearbeitet wird. Für 
die Verwendung von Azo‐ bzw. Peroxid‐Initiatoren gibt es keine Einschränkungen, 
genauso  wie  für  die  verwendeten  Lösungsmittel  und  Temperaturen.  Ein  großer 
Vorteil  der  RAFT‐Polymerisation  gegenüber  anderen  kontrolliert  radikalischen 















Die  gleichzeitig  ablaufenden  Additions‐  und  Zerfallsschritte  ergeben  ein 












































aber  gleichzeitig  kontrolliertes  Kettenwachstum  und  damit  eine  kontrollierte 




radikalischen  Übergangszustandes86  gefunden.  Endgruppenanalyse  mit  Hilfe  von 
UV‐Vis  spektroskopischen  Methoden83  und  der  NMR‐Analytik  wie  auch  durch 





































Der Mechanismus  des  RAFT‐Prozesses  lässt  sich  in  sechs Hauptschritte  einteilen: 






























Reaktion  mit  einem  wachsenden  Kettenradikal  (Pn●)  rasch  in  eine  polymere 
Thiocarbonylthio‐Verbindung  [S=C(Z)S‐Pn],  Makro‐CTA,  umgewandelt.  Das 
entstandene  Radikal  (R●)  reinitiiert  daraufhin  eine  neue wachsende  Polymerkette 
(Pm●),  welches  wiederum  durch  ein  CTA‐Reagenz  abgefangen  wird  und  ein 
Makro‐CTA  bildet  [S=C(Z)S‐Pm].  Die  Kettenverlängerung  basiert  auf  demselben 
Mechanismus, wobei sich aufgrund der Additions‐ und Fragmentierungsschritte ein 
Kettenübertragungsgleichgewicht  ausbildet.  Dieses  Gleichgewicht  zwischen 
schlafender  und  wachsender  Polymerkette  erhält  den  lebenden  Charakter  der 
Polymerisation,  da  nach  Verbrauch  sämtlichen  Monomers  und  unterdrückten 
Terminierungsreaktionen die Polymerketten nur „schlafen“. So kann durch Zugabe 





2 I +  Monomer (M) PI
(II) Kettenwachstum











































Die  Auswahl  und  anschließende  Synthese  der  Kettenübertragungsreagenzien  ist 
einer  der  grundlegenden  Schritte  in  der  Anwendung  des  „reversible  addition‐
fragmentation  chain  transfer“  (RAFT)‐Prozesses.  Kaum  ein 
RAFT‐Kettenübertragungsreagenz  (CTA)  ist käuflich erwerbbar, so dass diese über 
in der Literatur bekannte Methoden selbst synthetisiert werden müssen.  
Die  Darstellung  der  CTA  erfolgt  über  eine  mehrstufige  Synthese,  wobei  viele 
Nebenreaktionen  und  die  anschließende  nötige Reinigung  die Ausbeute  erheblich 












































Die  Anwendung  dieser  Strukturen  in  Polymerisationen  von  NiPAAm  brachten 
jedoch nicht die gewünschten Ergebnisse, weshalb sie keine weitere Verwendung in 








Diese  Methode  ist  besonders  nützlich,  wenn  die  einzuführende  Gruppe  R  der 
Verbindung  Z(C=S)SR  ein  Initatorfragment  eines  kommerziell  erhältlichen 
Azoinitiators  ist.  Weit  verbreitet  ist  die  Anwendung  von  2,2´‐Azobis‐cyano‐
isobutyronitril (AIBN), siehe Abbildung 3‐15.  
Bis‐(thiocarbonyl)disulfide  werden  durch  Oxidation  ihrer  entsprechenden 









































Zur  Herstellung  eines  Kettenübertragungsreagenzes  aus 
Bis‐(thiocarbonyl)disulfiden (2) werden  diese mit  einem  1,5fachen Überschuss  der 
Azokomponente (1)  unter  üblicherweise  inerten  Bedingungen  refluxiert.  Die 
Reaktionszeit beträgt dabei mindestens das vier‐ bis fünffache der Halbwertszeit der 
Azokomponente90.  Die  durch  die  Zersetzung  der  Azokomponente (1)  gebildeten 
Radikale reagieren mit dem Disulfid (2) und bilden den gewünschten Dithioester (3) 
und  ein  (Thiocarbonyl)‐sulfanyl‐Radikal (4).  Letzteres  bildet  mit  einem  weiteren 
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Synthese von Dithioestern mit Hilfe von P4S10 oder Na3PS4 
 
Neueste  Veröffentlichungen  zeigen  für  die  Synthese  von  Dithioestern  die 
Verwendung  von  Phosphorpentasulfid  P4S1092  oder  Natriumtetrathiophosphat 
Na3PS493. Die Reaktion von Carbonsäuren mit Alkoholen oder Thiolen in Gegenwart 
von  P4S10  als  Katalysator  und  Reagenz  ergibt  den  korrespondierenden 
Dithiocarbonsäureester in großen Ausbeuten. 
In gleicher Weise können Dithiocarbonsäureester  in situ während der Reaktion von 


























kontrolliert  radikalischen  Methoden  hergestellt.  Da  die  meisten  verwendeten 
Monomere  käuflich  erworben  wurden,  wird  hier  nicht  auf  deren  Herstellung 
eingegangen.  Verschiedene  Kettenübertragungsreagenzien  (CTA)  wurden  zur 
Durchführung  der  kontrollierten  radikalischen  Polymerisation  benötigt  und 
dargestellt.  Mit  deren  Hilfe  war  es  möglich,  erste  kontrollierte 
P(NiPAAm‐g‐PEGMA)‐Kammcopolymere herzustellen. Im nächsten Schritt wurden 
aktive  P(NiPAAm)‐CTA Makrokettenübertragungsreagenzien  zur Herstellung  von 
Blockcopolymeren synthetisiert. 
Die Abkürzung der hergestellten Polymere, P, wird dabei mit ihrem PEGMA‐Gehalt 
indiziert.  Ein  P(NiPAAm‐g‐DEGMA)‐Copolymer  mit  0,5  Mol%  DEGMA,  also 
~1,3 Gew.% DEGMA wird  als P1,  bezeichnet. Kam die RAFT‐Methode  zu Einsatz, 
also weisen die Produkte eine geringe Molmassenverteilung auf, wird der Angabe 
über  den  PEGMA‐Anteil  ein  „RAFT“,  nachgestellt.  P(NiPAAm)  mit  einer 
Molmassenverteilung von ~1,3, wird als P0, RAFT abgekürzt, da es kein PEG enthält. 
Die  hergestellten  Blockcopolymere  basieren  auf  einem  ersten  P(NiPAAm)‐Block, 
welcher  ein  aktives  Kettenübertragungsreagenz  am  Kettenende  enthält,  P0‐CTA. 
Daraus  resultierende  Blockcopolymere  werden  mit  „Block“  im  Index  kenntlich 































Diese  wurden  zur  Immobilisierung  mit  Hilfe  des  Argonniederdruckplasmas 
verwendet. Weiterhin wurden  reaktive  thermisch  sensitive  Aktivestercopolymere, 
















Mn  Mw  Mw/Mn  DSC  Trübung  DSC 
P0  43000  130000  3  34,2  33  140 
 






















































(Standards)  mit  bekannter  Molmasse  zur  Bestimmung  verwendet.  Genau  diese 
Vergleichsproben sollten exakt dem zu untersuchenden System entsprechen, um die 
Molmasse errechnen zu können.  Im Falle der P(NiPAAm)‐Copolymere  sind  solche 
Standards  aber  nicht  verfügbar, weshalb  die  ermittelten Werte  nur  untereinander 
vergleichbar  sind und keinesfalls als exakte Molmassen behandelt werden können. 
Probleme zeigen  sich auch beim mehrmaligen Vermessen ein und derselben Probe 
zu  verschiedenen Zeitpunkten  unter  vergleichbaren  Bedingungen  (Säulenmaterial, 
Elutionsmittel,  Lösungsbedingungen,  Standard),  wobei  unterschiedliche  Resultate 








Polymer  Mn  Mw  Mw/Mn  Bedingungen 
1  P0  61500  124000  2,01  DMAc, Ri‐Detektor 
2  P0  55000  140000  2,55  DMAc, Ri‐Detektor 
3  P0  43000  130000  3  DMAc, Ri‐Detektor 
4  P0  166000  240000  1.5  DMF, MALLS‐Detektor 
 
Ein weiteres Problem wird in Tabelle 4‐3 Nr. 4 deutlich. Beim Wechsel des gesamten 
Messsystems  erhält  man  komplett  andere  Werte,  welche  wiederum  nur 
untereinander vergleichbar sind. So sind die Wechselwirkungen des Polymers und 
damit  die  Trennleistung mit  jedem  Säulenmaterial  verschieden  und  generell  auch 
vom  Lösungsmittel  abhängig.  Die  deutlich  geringere  Molmassenverteilung  der 
4. Messung wird  durch  den  verwendeten  Lichtstreudetektor  nur  vorgetäuscht,  da 
kleinere Molmassen nicht korrekt  erfasst werden und die Berechnung verfälschen, 
woraus  sich  der  Fehler  bei  Mn  ergibt,  da  dieses  berechnet  werden  muss.  Diese 
Methode  hat  aber  den  Vorteil,  aufgrund  des MALLS‐Detektors  (engl.  für Multi‐
Angle‐Laser‐Light‐Scattering), absolute gewichtsmittlere Molmassen (Mw) ermitteln zu 
können. 
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Lösungen bei ~30‐35°C, findet auch in anderen Lösungsmitteln statt, ohne dass dort 
das Polymer  vollständig unlöslich wird. Die  zur GPC  verwendeten Lösungsmittel 
bilden  entweder  selbst  WBB  oder  enthalten  etwas  Wasser,  weshalb  die 
Wechselwirkungen  mit  P(NiPAAm)‐Polymeren  sehr  hoch  sind.  Ein  weiterer 
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4.1.1.2 P(NiPAAm‐co‐PEGMA)‐Copolymere 
 
Zur  Herstellung  von  Oberflächen  mit  abgestufter  Hydrophobizität  wurden 
Copolymere  mit  Hilfe  des  bereits  vorgestellten  PEGMA‐Makromonomers 
synthetisiert. Aufgrund der parallel durchgeführten Zellversuche, welche Probleme 
mit  der Zelladhäsion  zeigten, wurde  der  PEG‐Gehalt  bis  auf  ein Gewichtsprozent 
kontinuierlich gesenkt.  
Hinsichtlich  der  Phasenübergangstemperatur  ist  das  dargestellte  P25  (entspricht 




HUVECs  nicht  auf  solchen  Oberflächen  adhärierten.  Aus  diesem  Grund wurden 
Copolymere mit  einem  geringerem  PEG‐Gesamtanteil  synthetisiert. Diese  besitzen 









filtrieren.  Die  Polymere  konnten  unter  diesen  Bedingungen  in  Ausbeuten  von 
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Wie  aus Tabelle  4‐4  ersichtlich  ist, wurde  zur  Senkung des PEG‐Gesamtanteils  im 
Copolymer nicht nur das Verhältnis der Monomere zueinander variiert, sondern es 
wurden auch kürzere Kettenlängen des benutzten PEGMA‐Monomers verwendet. 
P1  ist mit  nur  etwa  einem Gew.%  Ethylenglykolanteil  dabei  auch  hinsichtlich  der 
Phasenübergangstemperatur in Wasser dem reinen P(NiPAAm), P0, am ähnlichsten. 
P5 mit  rund  5 Gew.% PEG‐Anteil besitzt wie P0 und P1  eine Molmassenverteilung 
von rund drei und hat  im Vergleich zu diesen eine  leicht höhere Molmasse. P25 mit 
zwar  nur  1,5  Mol.%  PEG2080MA  hat  aufgrund  der  langen  Seitenkette  etwa 
25 Gew.% PEG‐Anteil. Die bestimmte Molmassenverteilung  liegt deutlich über der 
der  anderen  Polymere.  Dies  kann  auf  die  Nebenreaktionen  der  Seitenkette 
zurückgeführt werden.  
Bei der Synthese eines solchen Copolymers (P25) in Wasser mit Ammoniumpersulfat 
(APS)  und  Tetramethylethylendiamin  (TEMED)  als  Initiatorsystem  vernetzt  das 
Polymer  ohne  Zugabe  eines  Vernetzers  nach  wenigen  Minuten  bei  RT  im 
Reaktionskolben.  Aus  diesem  Grund  ist  die  Synthese  solcher  hoch  PEG‐ylierten 
Copolymere  in  organischen  Lösungsmitteln  bzw.  mit  Hilfe  von  Azoinitiatoren 
erfolgt.  Diese  liefern  die  benötigten  Startradikale  über  einen  längeren  Zeitraum, 
wodurch die Nebenreaktionen, welche zur Vernetzung führen, unterdrückt werden 
können. 
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Wie  eigene  Arbeiten99  belegen,  kann  aufgrund  der  bestimmten 
Copolymerisationsparameter  davon  ausgegangen  werden,  dass  die  hergestellten 
Copolymere  eine  statistische  Verteilung  der  PEG‐Seitenketten  im  Polymer 
aufweisen. Dies wird auch durch die Veränderung der Tcr. (siehe 4.1.3.) bei höheren 
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4.1.1.3 Poly(N‐(Alkylaktivester)‐methacrylamid) Copolymere 
 
Aktivester  auf  Basis  von  N‐Hydroxysuccinimid  (NHS),  seitenständig  in  eine 
Polymerkette  eingebracht,  sind  aufgrund  ihrer Reaktion mit primären Aminen  für 




käuflichen Succinimids  (NASI –  engl. N‐acryloxysuccinimide).  (siehe Abbildung 4‐3). 
Diese  Copolymere  finden  Verwendung  bei  der  Konjugation  solcher  reaktiver 
Polymere  mit  Proteinen  für  die  Affinitätschromatographie101,  Immunoassays102, 
Biokatalysatoren103  u. v. a. m.  So  beschreiben Uludag  et.  al.104  die Konjugation  von 
RGD‐haltigen  Peptiden  mit  thermisch  schaltbaren  P(NiPAAm‐co‐NASI)‐
Copolymeren  zur  Erhöhung  der Wechselwirkung  zwischen  Zellen  und  Substrat, 



















reagieren  können,  benötigen  zur Aktivierung  höhere  Temperaturen.  Im  Falle  der 
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In  dieser  Arbeit  wurden  2  Copolymere  von  NiPAAm  und 
N‐(Pentylaktivester)‐methacrylamid  (NHSMAAm)  mit  unterschiedlicher 
Zusammensetzung  synthetisiert.  Es  kann  gezeigt  werden,  dass  diese  an 
aminosilanisierten  Oberflächen  anbinden  und  mit  Hilfe  von  Diaminvernetzern 
dickere Schichten bilden können. 
Die  Synthese  des  Succinimidaktivestermonomers  wurde  in  zwei  Schritten 
durchgeführt. An  dieser  Stelle,  vielen Dank  an  Frau Dr. Marie  F. Gouzy  für  die 
Bereitstellung des Monomers.  
Zuerst  wurde  6‐(Amino)‐hexansäure  (1)  mit  Methacrylsäurechlorid  (2)  zu 
6‐(Methacrylamido)hexansäure (3) umgesetzt (siehe Abbildung 4‐4) 
 
Die  Säurefunktionalität wurde  dann mit Hilfe  von  1,3‐(Dicyclohexyl)‐carbodiimid 
(DCC)  und  N‐(Hydroxy)‐succinimid  (4)  verestert  (siehe  Abbildung  4‐5).  Das 
resultierende Monomer (5) wurde bis zur weiteren Verwendung kühl aufbewahrt. 
 
Das mit  dieser  Arbeit  vorgestellte Monomer  (N‐(Pentylaktivester)‐methacrylamid, 
NHSMAAm)  besitzt  eine  polymerisierbare  Methacrylamideinheit,  die  über  eine 







































































































von  der  Chemie  des  Comonomers  ab,  welche  in  diesem  Fall  recht  einfach  zu 
variieren  ist,  so  kann  man  z.B.  zwischen  den  reaktiven  Gruppen  verschiedene 
Brückenmoleküle mit abgestufter Hydrophilie verwenden, um den Schaltpunkt zu 






Bezeichnung  Tcr. a  Tcr. b  Tg c 
P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)3  30,5 °C  32,8 °C  136,4 °C 







des  Copolymers.  In  gleicher  Weise  ließe  sich  die  Tcr.  bei  Verwendung  von 
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4.1.2 Kontrollierte radikalische Polymerisation 
 
Zur  Herstellung  von  kontrollierten  P(NiPAAm‐co‐PEGMA)‐Copolymeren  wurde 
der RAFT‐Prozess verwendet. Hiermit wurden kontrolliert radikalische Copolymere 
hergestellt,  um  diese  mit  ihren  frei  radikalischen  Analoga,  gleicher 
Zusammensetzung,  vergleichen  zu  können.  Weiterhin  wurden  definierte 
Kammblockcopolymere  auf  Basis  von  P(NiPAAm)  und  PEGMA  als  neue 
Architekturen  zur  Verwendung  als  innovative  Zellkultursubstrate  entwickelt 
worden. Diese haben das Potential bei gleicher  chemischer Zusammensetzung wie 
ihre  statistisch  aufgebauten  Analoga,  ein  differenziertes  Phasenverhalten  auf 
Nanoebene zu zeigen. 
Zur  Herstellung  von  kontrollierten  Polymeren  werden  die 
Kettenübertragungsreagenzien  gegenüber  dem  Initiator  im Überschuss  eingesetzt. 
































BDTB  waren  es  lediglich  40%.  Die  Aufreinigung  von  AIBN‐CTA  gestaltete  sich 
schwierig,  gelang  aber  durch  Säulenchromatographie  unter  Verwendung  einer 
Mischung von n‐Hexan und Ethylacetat als Eluent im Verhältnis 2:3. ACPA‐CTA ist 
ungleich schwerer zu reinigen. Hierbei kam ein Eluentengradient zum Einsatz, dabei 
wurde  das  Eluentengemisch  aus  Ethylacetat/Heptan  (1:1)  nach  Abtrennung  der 
Verunreinigungen durch reines Ethylacetat ersetzt.  
Die Synthese von BDTB wurde wie  in Abbildung 4‐8 durchgeführt. Dabei wird zu 
einer  Lösung  aus  Benzylchlorid  in  Ethylacetat  langsam  das  Dithiobenzoesäure‐
Natriummsalz  aus  wässrigen  Lösung  zugetropft.  Das  dabei  entstehende 
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Zur  Charakterisierung  des  zunächst  hergestellten  P(NiPAAm)‐Makro‐CTA`s 
(P0‐CTA) wurde das 13C‐NMR‐Spektrum herangezogen. Die Signale der durch BDTB 
erzeugten Endgruppen findet man durch den Vergleich der  13C‐NMR‐Spektren von 
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4.1.2.2 Kontrollierte Synthese von P(NiPAAm) 
 











Das  eingestellte  Verhältnis  von  Monomer  zu  Übertragungsreagenz  ergibt  unter 





















der  synthetisierten  Polymere  analysiert.  Ein  weitergehender  Einsatz  der  NMR‐
Spektroskopie  erfolgte mit der Berechnung von Molmassen nach Bestimmung des 
Gehalts  an  Endgruppen  in  kontrolliert  hergestellten  Polymeren,  sofern  dieser 
ermittelbar war.  Schon  bei Molmassen  über  15000  g/mol  ist  es  schwer,  den  CTA 






Nach  zweimaligen Umfällen  des  Produktes  aus Dioxan  in Diethylether wird  das 






































~80 NiPAAm‐Einheiten  auf  ein  detektiertes  Kettenende.  Der  Fehler  bei  der 
Integration  ist,  je  nachdem  in welchen Grenzen  das  Integral  gebildet wird,  recht 
erheblich.  So  schwanken  die  errechneten  Werte  zwischen  70  und  80  NiPAAm‐
Einheiten.  Schlussfolgernd  bleibt  festzustellen,  dass  die  laut  1H‐NMR‐Spektrum 
berechnete Molmasse (Mn) bei rund 10000 g/mol liegt. 
Vergleichend mit GPC‐Messungen  am  selben Polymer,  in welchen die Molmassen 
gegenüber einem PVP‐Standard ermittelt wurden und die einer Molmasse (Mn) von 
rund  15000 g/mol  ergaben, wurde  laut NMR  eine  zu geringe Molmasse detektiert. 
Auch  gegenüber der  theoretisch möglichen Molmasse, Mn  ~  20000 g/mol, wurden 
mit Hilfe der NMR‐Spektroskopie geringere Molmassen gemessen. Die theoretische 






























































Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  das  Kettenübertragungsreagenz  auch  nach 
mehrmaligen  Umfällen  im  Produkt  verbleibt  und  beide  Reste  des 
Übertragungsreagenzes im Polymer detektiert werden können. 
Dies bestätigen auch Monomeradditionsexperimente, mit deren Hilfe die Molmasse 
des  1. Blockes  gesteigert  werden  konnte.  Dazu  wurde  P0‐CTA  mit  weiterem 
NiPAAm‐Monomer ohne Zusatz von Initiator 5 Tage bei 95°C belassen. Die Addition 






















































































Wie  aus  den  GPC‐Kurven  in  Abbildung  4‐14  deutlich  zu  erkennen  ist,  eluiert 
P0‐b‐P(NiPAAm)  vor  P0‐CTA,  was  auf  eine  höhere Molmasse  schließen  lässt,  da 
größere Moleküle weniger Wechselwirkungen mit  dem  Säulenmaterial  haben  als 
Polymere mit geringerer Molmasse. Der Zuwachs der Molmasse beträgt, gemessen 




















 1. Block P0-CTA
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AIBN  als  Initiator  durchgeführt.  Das  Verhältnis  Initiator  zu  CTA  wurde  mit 
AIBN:AIBN‐CTA  1:5  konstant  belassen,  wie  auch  das  Verhältnis  Monomer  zu 
AIBN‐CTA mit 200:1. Nach einer Polymerisationszeit von rund 24 Stunden im 70°C 
heißen Ölbad, wurde die Polymerlösung zum Reinigen in Ether gefällt.  
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Die  ermittelte  Mollmassenverteilung  für  die  mit  Hilfe  der  RAFT  hergestellten 
Copolymere liegt bei rund 1.3. Nur P20,RAFT zeigt eine deutlich höhere Polydispersität, 









Der  erste  Block  bestehend  aus  P(NiPAAm)‐CTA  (P0‐CTA),  wurde  weiter  mit 
DEGMA bzw. PEG475MA umgesetzt. Bei einer Reaktionsdauer von 5 Tagen bei 95°C 






















































































































































































































Die  Polydispersität,  welche  mit  Hilfe  der  GPC  ermittelt  wurde,  zeigte  keine 
signifikante Verbreiterung des Signals.  Im Gegenteil, die bestimmte Polydispersität 
verringerte sich von 1.6 auf 1.4, wobei auch nur ein je Signal gefunden wurde, wie in 





























  1. Block P0-CTA

















  1. Block P0-CTA






























Blockcopolymer  (Mn=19000 g/mol,  Mw=26000 g/mol,  Mw/Mn~1.4)  aufgenommen, 
welches  aus  P0,RAFT‐CTA  (Mn=15000 g/mol,  Mw=24000 g/mol,  Mw/Mn~1.6)  durch 
Zugabe von DEGMA und nach 3 Tagen Reaktionsdauer entstanden ist.  
Die  Spektren  von  Blockcopolymeren  und  statistischen  Copolymeren mit  gleicher 
chemischer Zusammensetzung unterscheiden sich nicht. 
 
Die  Ausbeute  nach  5  Tagen  Reaktionsdauer  lag  bei  ~100%  des  eingesetzten 
Makrokettenübertragungsreagenzes.  Der  Umsatz  an  Monomer,  welches  an  den 




Blockcopolymer  sowie  der  angesprochenen  Probleme  bei  der  Schichtpräparation 
kamen die hergestellten Blockcopolymere bis jetzt noch nicht zur Anwendung. Es ist 





















































folgende  Methoden  eingesetzt:  (UV‐Vis)‐Trübungsmessung,  zur  Bestimmung  der 











Bereits  1969 wurde  von Heskins  und Guillet105  festgestellt,  dass  bei  der  LCST  ein 
endothermer Effekt zu beobachten  ist. Weitere Messungen von Schild und Tirrell107 
zeigten  später  gute Übereinstimmungen  der mit Hilfe  der DSC  ermittelten Werte 
gegenüber den Ergebnissen der (UV‐Vis)‐Trübungsmessungen. 
Dieser endotherme Effekt hat eine Enthalpie von etwa 6.3 kJ/mol106, was  im Bereich 
von  Wasserstoffbrückenbindungen  liegt.  Schild  und  Tirrell107zeigten  in  weiteren 
Messungen, dass die Peakform und auch die LCST durch Salze, oberflächenaktive 
Substanzen,  ein  zweites  Lösungsmittel  oder  Comonomere  beeinflusst  werden. 






































einer  Heizrate  von  1 K  pro  Minute.  Die  Untersuchungen  zeigen,  dass  der 
endotherme  Effekt  bei  DSC‐Messungen  vollständig  reversibel  ist,  also  auch  nach 
mehreren Durchläufen in dem gleichen Maße messbar. 
Zugleich  erkennt man mit  steigendem Comonomergehalt  auch  eine  Steigerung  in 
der Phasenübergangstemperatur (Tcr.). 
Bei  Copolymeren  mit  einer  nicht  schaltenden  Komponente  dürfen  die 
Comomomergehalte  nicht  zu  groß  werden,  da  ansonsten  der  Effekt  nicht  mehr 
beobachtbar  ist.  Es  kommt  schon  bei  geringen  Gehalten  von  Comonomer  im 


















































Die  hergestellten  Aktivestercopolymere  zeigen  aufgrund  des  verwendeten 
hydrophoben Comonomers (NHSMAAm) niedrigere Phasenübergangstemperaturen 
als  reines  P(NiPAAm)  (siehe  Abbildung  4‐21).  Auch  hier  steigt  mit  höherem 
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Phasenübergangstemperatur  liegen  meist  leicht  höher  als  die  durch  die 
Trübungsmessung (Wendepunkt) bestimmten. 
Der  Glasübergang  des  P(NiPAAm)  liegt  bei  rund  130‐140°C.  Mit  steigenden 
Comonomergehalten  sinkt  die  Glasübergangstemperatur  kontinuierlich.  Bei  den 
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4.1.3.2 (UV‐Vis)‐Trübungsmessung 
 























Die  zu  untersuchenden  Polymere werden  gelöst, wobei meist Wasser  (MilliQ)  als 
Lösungsmittel  diente,  und mit  einer Konzentration  von  10 mg/ml  vermessen. Um 
den  späteren  Anwendungsbedingungen  gerecht  zu  werden,  wurden  auch 
Messungen  in  Pufferlösung  bzw.  in  Zellkulturmedium  durchgeführt, welche  hier 
jedoch nicht aufgezeigt werden  sollen. Dabei wurde eine Verschiebung der Tcr. um 
1‐2 K zu niedrigeren Temperaturen beobachtet.  
Es  ist  im  Prinzip  irrelevant,  welche  Wellenlänge  beobachtet  wird,  da  alle 
Wellenlängen  aufgrund  der  statistischen  Partikelgrößenverteilung  gleichermaßen 




Phasenübergangs  und  seiner  Lage.  Es  kann  aber  nicht  unterschieden  werden, 
welcher  Art  dieser  Übergang  ist  (Ausfallen,  Mizellenbildung,  Bildung  eines 
physikalischen Netzwerkes). Hierzu sind weitere Methoden hinzuzuziehen. 
Es  ist nicht möglich, mit Hilfe der Trübungsmessung die  kinetischen Aspekte der 
Trübung  zu  betrachten.  Dazu  sind  z.  B.  dynamische  Lichtstreumessungen  zu 
verwenden. 
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Zur  Bestimmung  der  Lage  des  Phasenübergangs  aus  dem  Diagramm  wird  der 
Wendepunkt ermittelt. Bei der Anwendung dieser Copolymere  in der Zellkultur  ist 
allerdings die Temperatur maßgeblich, bei der das Polymer vollständig unlöslich (in 
entsprechenden  Gelen  vollständig  entquollen)  ist.  Diese  Information  liefert  die 
„on‐set‐Temperatur“, welche  den  Beginn  des Auflösens  der  gebildeten Aggregate 
beim Kühlen der Lösung anzeigt.  
Die  in  Abbildung  4‐22  gezeigte  Abkühlkurve  für  P25  zeigt  bei  über  50°C  keine 
vollständige Trübung, was damit zu erklären  ist, dass die  langen PEG‐Seitenketten 
des Kammcopolymers einen Teil des Polymers  in Lösung halten. Eine vollständige 
Auflösung  der  Trübung  wird  erst  bei  rund  37°C  beobachtet.  Dieser  breite 
Phasenübergang kann so auch nach Herstellung der Schichten aus diesem Material 
beobachtet werden. Allerdings sind die Schichten bereits bei rund 39°C vollständig 
entquollen.  Die  mit  Hilfe  der  (UV‐Vis)‐Trübungsmessung  ermittelten 
Phasenübergangstemperaturen  stimmen  weitgehend  mit  den  durch  die  DSC‐



















Die  in  Abbildung  4‐23  dargestellten  Trübungskurven  der  synthetisierten 
Aktivestercopolymere  zeigen  eine  Tcr.  deutlich  unterhalb  der  von  purem 
P(NiPAAm).  Mit  zunehmendem  Gehalt  an  Comonomer  sinkt  die 
Übergangstemperatur  erst  auf  rund  30°C  (~3%  Comonomer)  und  mit  6% 
NHSMAAm‐Comonomer  auf  ~28,5°C.  Löst  man  die  Polymere  nicht  in  Wasser, 
sondern  in  Zellkulturmedium  (hier  RPMI  1640), welches  zahlreiche Aminosäuren 
enthält,  so  reagieren  die  darin  enthaltenen  primären  Amine  mit  den 
Aktivestergruppen des Copolymers. Dieses verändert die Lösungseigenschaften des 
Polymers drastisch, wie  in Abbildung 4‐23 zu  erkennen  ist. Zum  einen nimmt die 
Temperatur  des  Schaltpunkts  zu  und  zum  anderen  verbreitert  sich  der Übergang 
erheblich. 







 P(NiPAAm-co-NHSMAAm)3 in RPMI-Medium
 P(NiPAAm-co-NHSMAAm)3 in H2O
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4.2 Dünne thermisch schaltbare Hydrogelschichten 
 






Die  zuvor  beschriebenen  thermisch  sensitiven Copolymere wurden  an Glas‐  oder 
Siliziumoberflächen  immobilisiert.  Die  beschichteten  Glasträger  sind  zur 







Im  Folgenden  wird  die  Anbindung  von  reaktiven  bzw.  unreaktiven  Polymeren 
behandelt.  Reaktive  Polymere  tragen  funktionelle  Einheiten,  über  die  eine 
Anbindung  an  die Oberfläche  erfolgen  kann. Dies  kann  auf  Silizium  basierenden 
Oberflächen  zum  Beispiel  über  silanhaltige  Comonomere  erreicht werden.  Ist  die 
Oberfläche  bereits  mit  einem  Kopplungsreagenz  ausgestattet,  das  kann  im 
einfachsten  Fall  eine  Hydroxyl‐  oder  Aminogruppe  sein,  können  zum  Beispiel 
carbonsäurehaltige  Polymere  über  eine Veresterungs‐  bzw. Amidisierungsreaktion 
angebunden werden.  







erhält  durch  diese  so  genannte  „grafting  from“‐Methode  polymerbürstenähnliche 
Strukturen.  Diese  können  auch  durch  „grafting  to“‐Technik  hergestellt  werden, 


















An  dieser  Stelle  soll  nicht  auf  die  Plasmapolymerisation  von  Monomeren 
eingegangen werden,  sondern  auf  die  Immobilisierung  von  bereits  synthetisierten 
Polymeren.  




Die  bei dieser Methode maximal  erhältlichen  Schichtdicken  hängen dabei mit der 
maximalen  Eindringtiefe  der  Argonentladung  ab,  d.h.,  Schichtdicken  zwischen 
15‐20 nm  vor  der  Plasmabehandlung  sind  anzustreben,  da  sonst  zwar  eine 
Vernetzung  innerhalb  der  Schicht  erfolgt,  nicht  aber  deren  Anbindung  an  die 
Unterlage. 
Der Mechanismus der  Immobilisierung  beruht  vermutlich  auf der Erzeugung  von 
radikalischen  Zuständen  innerhalb  der  Polymerketten,  was  zu 
Umlagerungsreaktionen  innerhalb  bzw.  zu  Neubildung  von  Bindungen  zur 
Unterlage  führt.  Nicht  abschließend  geklärt  ist  die  Frage  der  gleichzeitigen 
Vernetzung  innerhalb der Polymerschicht während der Immobilisierung. Aufgrund 
des  radikalischen  Mechanismus  kommt  es  zu  einer  Degeneration  des  Polymers 
infolge der Plasmabehandlung, was den Einsatz dieser Methode limitiert. Auf diese 
Weise  immobilisierte  Polymere  verlieren  nicht  ihre  wichtigen  Eigenschaften  wie 
funktionelle  Gruppen,  Quellfähigkeit  oder  thermosensitive  Eigenschaften  in 
wässrigen Lösungen110, 111. 
Aufgrund des vermuteten radikalischen Mechanismus ist es nur schwer möglich, die 
hier  etablierte Methode  der  Plasmaimmobilisierung  auf  die mit Hilfe  der  RAFT‐
Methode erzeugten Polymere anzuwenden. Da in diesen Polymeren die verwendete 
Dithioesterendgruppe  verbleibt,  reagiert  diese  während  des  Plasmaprozesses  als 
Radikalfänger, und es kommt nicht zu Ausbildung von kovalenten Bindungen des 
Polymers  an  seine  Unterlage.  Möglich  wäre  die  Deaktivierung  der  Endgruppen 
                                                 
110  Schmaljohann,  D.;  Beyerlein,  D.;  Nitschke,  M.;  Zschoche,  S.;  Werner,  C.  Polymeric  Materials: 
Science & Engineering 2003, 88, 551ff 
111 Schmaljohann, D.; Nitschke, M.; Beyerlein, D.; Werner, C. Polymer Preprints 2003, 44, 196 
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durch  einen  weiteren  Syntheseschritt,  wobei  die  Endgruppe  abgespaltet  wird 
wodurch man theoretisch das RAFT‐CTA wiedererhält. 
Um P(NiPAAm)‐Copolymere an Glas‐ oder Siliziumoberflächen zu  immobilisieren, 
benötigt man  eine  fest  haftende  oder  kovalent  angebundene  polymere Unterlage. 
Dazu werden  die Oberflächen mit  plasmapolymerisiertem  PTFE  oder  Teflon AFTM 
vorbehandelt. Um diese ultrahydrophoben Substrate weiter beschichten zu können, 
ist  vor  dem Aufschleudern  der  zu  immobilisierenden  Polymere  die Unterlage  zu 































Si-Wafer mit SiO2 Oberfläche
Beschichten mit fluorhaltigem Polymer
- Teflon AFTM
Hydrophilierung des fluorhaltigen Polymers
mit Hilfe von O2-Plasma
Beschichten des Substrates mit Polymer
aus CHCl3-Lösung
teilweise Maskierung und anschließende
Immobilisierung mit Ar-Plasma
teilweise vernetzte und immobilisierte
Polymerschicht
strukturierte Polymerschicht nach Ausspülen
der unvernetzten Teile in CHCl3
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3000  3000  30  Ar  120  30‐35 
 
Nach  Aufbringen  der  Teflonschicht  und  deren  Hydrophilierung  wurde  die 















0,25  5000  5000  30  Ar  10  10‐15 
 
Von  der  Dauer  der  Plasmabehandlung  für  die  Immobilisierung  hängt  die 
resultierende Schichtdicke direkt ab. Aufgrund von Zersetzungsreaktionen ist dieser 
Behandlungsschritt  so  kurz  wie  möglich  zu  gestalten.  Als  optimal  haben  sich 
10 Sekunden erwiesen.  
Nach diesem  letzten Plasmaschritt werden die so hergestellten Schichten 10 min  in 











Es  ist  auffällig,  dass  für  reine  P(NiPAAm)‐Schichten  nur  geringere  Schichtdicken 
immobilisiert  werden  konnten.  Eine  mögliche  Erklärung  ist,  dass  die 
PEG‐Seitenketten der Copolymere vermehrt zu Nebenreaktionen neigen und so eine 
Vernetzung  der  Schicht  begünstigen, was  schon  bei  kurzer  Behandlungsdauer  zu 
größeren Schichtdicken führt.  
 
Mit  Hilfe  des  Niederdruckplasmas  ist  es  auch  möglich,  gleichzeitig  zur 
Immobilisierung  eine  Strukturierung  der  Polymerschicht  zu  erreichen.  Bei  der 
Verwendung einer geeigneten Maske, die während der Gasentladung auf der Probe 
liegt  und  somit  in  den  maskierten  Bereichen  eine  Immobilisierung  verhindert, 
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erzeugt  man  eine  latente  Struktur.  Diese  wird  durch  Waschen  der  Oberfläche 
herausgespült und somit z.B. mit Hilfe der bildgebenden Ellipsometrie112 sichtbar.  
 
Bei  der  Immobilisierung  der  kontrolliert  hergestellten  Copolymere mit  Hilfe  des 
Argonniederdruckplasmas  konnten  wie  erwartet  mit  der  üblichen 
Präparationsmethode  keine  stabilen  Schichten  hergestellt werden. Zum  einen  sind 
die  eingestellten  Parameter  der  Rotationsbeschichtung  auf  die  unkontrolliert 
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Anbindung von reaktiven P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm) Polymeren  
 
Die  Anbindung  von  P(NiPAAm‐co‐NHSMAAm)‐Aktivestercopolymeren  an 
aminofunktionalisierte Oberflächen  findet  bei Raumtemperatur  statt, wobei dünne 
Polymermonolagen entstehen  (siehe Abbildung 4‐25). Dickere Schichten erhält man 



























zum  weiteren  Vernetzen  in  eine  1 Gew.%ige  diaminhaltige  Etherlösung  (aus 
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Man  erkennt deutlich, dass  von der unvernetzten  Schicht  links  in Abbildung  4‐26 
nach dem Spülen nur eine, einer Monolage entsprechende Polymerschicht verbleibt. 


















Es  können  also  mit  Hilfe  der  synthetisierten  Aktivestercopolymere  dünne  und 
ultradünne Schichten hergestellt werden.  
Die  aufgrund der  an der Oberfläche  verbleibenden Aktivestergruppen  bestehende 
Möglichkeit  der  weiteren  Modifizierung  mit  bioaktiven  Substanzen  ergibt  eine 
Vielzahl  von Anwendungen,  nicht  nur  unter  Beibehaltung  der  Schaltfähigkeit  des 
Polymers, sondern auch mit der Option die Schaltschwelle zu optimieren.  
Dieses konnte aber mehr nicht Gegenstand dieser Arbeit sein. Es  ist allerdings eine 
Möglichkeit  zur  weiteren  Modifizierung  von  thermisch  schaltbaren 
Zellkultursubstraten, da Zellen, insbesondere Stammzellen, hohe Anforderungen an 
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4.2.2 Charakterisierung der hergestellten Schichten 
 
Die  hier  hergestellten  Schichten  besitzen  auf  Grund  der  verwendeten 
Immobilisierungsmethode  eine  relativ  einheitliche  Schichtdicke  von wenigen  zehn 
Nanometern. Diese mit den üblichen Charakterisierungsmethoden für Hydrogele zu 
beschreiben,  ist  nicht  einfach. Aufgrund der  geringen  Schichtdicken  können  keine 
Volumenmethoden  zum  Einsatz  kommen,  sondern  es  finden  hier  oberflächen‐
sensitive Methoden wie Ellipsometrie oder Quarzmikrowaage Anwendung.  
Die  Verwendung  der  Schichten  als  Zellkulturträger  beruht  auf  ihrem 
temperaturabhängigen  Quellverhalten, was  nicht  nur  die  Schicht  an  sich  betrifft, 
sondern  auch  an der Oberfläche dramatische Auswirkungen hat. Genau  an dieser 



















Die  elliptischen  Messgrößen  Ψ  (Psi)  und  ∆  (Delta)    stellen  die  Änderung  des 
Polarisationszustandes  infolge  der  Reflexion  für  das  Amplitudenverhältnis 
beziehungsweise  die  Phasenverschiebung  dar. Mit  einer Messung,  d.h.,  bei  einer 
Wellenlänge und bei einem Einfallswinkel können grundsätzlich zwei voneinander 
unabhängige  Parameter,  z.B.  die  Schichtdicke  und  der  Brechungsindex,  eines 
Schichtmaterials bestimmt werden, da mit den Gleichungen für s‐ und p‐Polarisation 
auch zwei unabhängige Bestimmungsgleichungen zur Verfügung stehen. 
Für  vertiefende  Informationen  sei  an  dieser  Stelle  auf  die  Standardwerke 
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Ellipsometrie an trockenen Schichten 
 
Zur  Berechnung  der  Schichtdicken  aus  den  ermittelten  Daten  der  optischen 
Eigenschaften  mit  Hilfe  der  Ellipsometrie  ist  eine  Fitt‐Prozedur  auf  Basis  eines 
Mehrschichtmodells  notwendig.  Dabei  spielt  vor  allem  der  Brechungsindex  eine 























Quellungsuntersuchungen  wurden  in  einer  mit  Wasser  gefüllten  Messzelle 
durchgeführt. Die  Trockenschichtdicken  der  Polymerschicht wurden  in  dieser  vor 
Befüllen mit dem Medium gemessen. Die gequollenen Hydrogelschichten werden als 
eine  gemischte  Schicht  (Wasser+Hydrogel)  behandelt,  dadurch  ist  eine  effektive 
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    2. Heiz- 
und Kühlzuklus
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Abbildung  4‐29  und  folgende  zeigen  die  temperaturabhängige  Schichtdicken‐
änderung  der  immobilisierten  Polymerschichten. Dabei  fällt  auf,  dass  der  initiale 
Quellungsgrad bei Raumtemperatur nach einem Heiz‐ und Kühlzyklus nicht wieder 

















Schichten,  bestehend  aus  P0  und  P1,  zeigen  während  des  Schaltvorgangs  keine 
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Zur  Verwendung  dieser  thermisch  schaltbaren  Schichten  in  der  Zellkultur  ist  es 
notwendig,  diese  vorher  zu  sterilisieren.  Dazu  wird  das  Substrat  in  einem 


















Das  Balkendiagramm  in  Abbildung  4‐33  verdeutlicht  die  Unterschiede  in  der 
Schichtdicke  der  verwendeten  Polymere  während  der  Ellipsometriemessung.  Die 
















































 initiale Quellung in Wasser bei RT
 Entquollene Schichtdicke in Wasser bei 45°C
 Gequollene Schichtdicke in Wasser bei RT
Abbildung 4‐33 Vergleich zwischen den verwendeten Polymeren hinsichtlich ihres Quellungsverhaltens
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jeweils  rechten  Balken  zeigen  dabei  das  initiale  Quellen  der  Trockenschicht, 
wohingegen die beiden linken Balken das reversible Schalten während der Heiz‐ und 
Kühlzyklen beschreiben. 





bestimmte  Trockenschichtdicke.  Daraus  wird  ersichtlich,  dass  die  entquollene 
Schicht immer noch einen geringen Anteil Wasser enthalten muss.  





Der  maximale  Quellungsgrad  wurde  mit  folgender  Gleichung  bestimmt, 
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Die mit Hilfe  der  Ellipsometrie  bestimmten  Phasenübergangstemperaturen  liegen, 



















































°C  Tcr. Transmission der Lösung
 Tcr. DSC der Lösung
 Tcr. Ellipsometrie der Schicht
Abbildung 4‐34 Vergleich der bestimmten Phasenübergangstemperaturen 
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Imaging‐Ellipsometrie 
 
Imaging‐Ellipsometrie  (bildgebende  Ellipsometrie)  zeigt  die  reale  Struktur  der 
Oberfläche  im  Gegensatz  zur  herkömmlichen  Ellipsometrie.  Inhomogenitäten 
und/oder  Mikrostrukturen  können  aufgrund  der  hohen  Sensitivität  gegenüber 











Abbildung  4‐35  zeigt  deutlich  das  Entquellen  einer  mikrostrukturierten 
Hydrogelschicht  (dunkel/orange)  während  des  Aufheizens.  Die  blauen  (hellen) 
Bereiche  entsprechen  der  Teflon‐Unterlage,  auf  der  mit  Hilfe  des 
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4.2.2.2 Quarzmikrowaage 
 
Das  Prinzip  der  Quarzmikrowaage  beruht  auf  dem  piezoelektrischen  Effekt.  Als 
piezoelektrisches Material dient  eine dünne Quarzscheibe,  auf die  auf Ober‐  bzw. 
Unterseite  eine  Goldelektrode  aufgedampft  ist.  Über  diese  Elektroden  wird  das 
benötigte  Wechselspannungsfeld  angelegt.  Dabei  beginnt  der  Quarz  bei  seiner 
Resonanzfrequenz im so genannten Dickenscherschwingmodus zu schwingen. Unter 
der Vorraussetzung, dass  sich  eine  auf der Oberfläche  adsorbierte Masse  genauso 
verhält wie das Quarzmaterial selbst und dabei im Verhältnis zur Gesamtmasse sehr 
klein  ist,  ändert  sich  die  Resonanzfrequenz  durch  eine Masseanlagerung  an  der 





nf ∆−=∆ 1  
Gleichung 4‐2 Beziehung zwischen adsorbierter Masse und Resonanzfrequenz (Sauerbrey‐Gleichung) 
 
Weitere  Vorraussetzung  für  die  Gültigkeit  der  Sauerbrey‐Gleichung  ist,  dass  die 
adsorbierte Substanz auf dem Quarz eine gleichverteilte und feste Masse bildet. Die 
in  Gleichung  4‐2  verwendete  Konstante  (C)  setzt  sich  aus  kristallspezifischen 
Kenngrößen (Dichte und Schallgeschwindigkeit im Quarz) zusammen.  
Einen guten Überblick über die Grundlagen der Quarzmikrowaagentechnik bei der 
Untersuchung  von Grenzflächeneffekten  in  flüssigen Medien  geben Rodahl, Höök 
und Kasemo118,119,120 in den angegebenen Literaturstellen bzw. deren Verweisen.  
Gerade  in  flüssigen Medien muss bei der Verwendung der Quarzmikrowaage die 
Dämpfung  berücksichtigt  werden,  da  eine  Scherschwingung  im  den  Quarz 
umgebenden Medium  induziert wird.  Aber  auch  adsorbierte  oder  immobilisierte 























Schwingung  in  das  den  Quarz  umgebende  Medium.  Bereiche,  die  nicht  mehr 

















analog  zu  den Wafern  für  die  Ellipsometrie  beschichtet. Wie  erste  Experimente 








des  Schwingquarzes  niederschlägt. Die  rechte  Seite  der Abbildung  4‐37  zeigt  die 
Änderung  der  Dämpfung  der  Resonanzfrequenz  beim  Abschalten  der 
Anregungsschwingung  in  Abhängigkeit  von  der  Temperatur.  Steife  Schichten 
schwingen  langsamer  aus  als  viskoelastische  Schichten,  da  diese  die 
Schwingungsenergie stärker absorbieren. Man erkennt eine Abnahme der Dämpfung 
bei  höherer  Temperatur,  also  bei  entquollener  Hydrogelschicht.  Dies  ist 
gleichzusetzen mit  einer Zunahme der  Steifigkeit des Hydrogels. Umgekehrt wird 
das Hydrogel während des Abkühlens, also Aufquellens, weicher.  
In  der  Bedeutung  für  die Anwendung  als  Zellkulturträger  ist  dieser  Befund  sehr 
wichtig, da adherente Zellen auf harten und hydrophoben Oberflächen besser oder 
überhaupt adherieren als auf weichen und hydrophilen. 
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Im  Vergleich  der  untersuchten  Polymere  zeigt  sich  das  unterschiedliche 
Phasenübergangsverhalten auch bei der QCM.  Im direkten Vergleich der Quellung 














Im  Vergleich  mit  anderen  oberflächensensitiven  Methoden  zur  Bestimmung  der 
Phasenübergangstemperatur  (Ellipsometrie)  bzw.  im Vergleich  zu  den  ermittelten 
Phasenüberganstemperaturen  der  Lösungen  erhält  man mit  der  QCM  niedrigere 
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4.2.2.3 Kontaktwinkel 
 
Zur  Analyse  von  Oberflächeneigenschaften  ist  die  Randwinkelbestimmung  von 
Wassertropfen bestens bekannt. Zur normalen Kontaktwinkelmessung wird auf die 
zu  untersuchende Oberfläche  ein  kleiner Wassertropfen  gesetzt  und  anschließend 
der  Randwinkel  zwischen  Oberfläche  und  Tropfen  bestimmt.  Hydrophobe 
Oberflächen  resultieren  in  einem  sehr  großen  Kontaktwinkel,  auf  hydrophilen 
dagegen  spreitet  der  Tropfen  sehr  stark  und  somit  ergibt  sich  ein  geringerer 
Kontaktwinkel. 
Um  temperaturabhängige Messungen auf den quellbaren Hydrogelen durchführen 
zu  können, werden  die  zu  untersuchenden  Schichten  auf  so  genannte  Lochwafer 
analog  zu  den  Glassubstraten  beschichtet.  Die  so  präparierten  Schichten  können 
dann „invers“ vermessen werden, d.h., in einer mit Wasser gefüllten temperierbaren 
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Tabelle 4‐18 zeigt die gemessenen Kontaktwinkel bei verschiedenen Temperaturen, 















Untersucht  wurden  zwei  verschiedene  Polymere,  P0  und  P25,  mit  einem  hohen 
PEG‐Anteil.  Beide  untersuchten  Polymere  zeigen  einen  temperaturabhängigen 







































 ΘF bei 25°C (in H2O invers ADSA)
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Aus den Ergebnissen der Kontaktwinkelmessungen kann nicht abschließend geklärt 
werden, ob nach dem Kollaps der Polymerketten aufgrund der Temperaturerhöhung 























Die  gezeigte  Prozedur  der  Herstellung  der  Schichten  auf  Wafern,  auch  die 
Strukturierung, kann auf Deckgläschen für die Mikroskopie übertragen werden. Dies 










Abbildung  4‐43  zeigt  die  schematische  Durchführung  der  Zellkulturexperimente. 
Nach Aussaat der Zellen bei 37°C auf die entquollene Schicht wurden die Zellen bis 
zur Konfluenz  kultiviert und  erst danach die Temperatur  langsam  gesenkt. Dabei 

















konnten,  wurden  Polymere  mit  einem  höheren  P(NiPAAm)‐Anteil  eingesetzt. 
Weitere  Probleme  machten  strukturierte  Substrate  mit  einem  hohen 
Teflon‐Oberflächenanteil. Auf solchen Substraten war keine Adhäsion von Zellen auf 
dem  angebotenen Hydrogel  zu  beobachten. Alle  Zellen wuchsen  auf  der  Teflon‐
Oberfläche und nicht auf dem zu untersuchenden Hydrogelbereich des Substrates. 


















Das  Schema  in  Abbildung  4‐44  zeigt  die  allgemeine  Vorgehensweise  bei  der 






Zur  Anwendung  kamen  Mausfibroblasten  der  Zellinie  L929,  primäre  humane 
Endothelzellen131  (HUVEC,  engl.  für  human  umbilical  vein  cord  endothelial  cells) und 
immortalisierte  humane  Korneaentdothelzellen125  (HCEC,  engl.  für  human  corneal 
endothelial  cells).  Alle  drei  Zelltypen  sind  im  Gegensatz  zu  Suspensionszellen 
adhäsive  Zellen,  d.h.,  sie  brauchen  die  Nähe  einer  festen  Oberfläche  um  sich 
arttypisch zu entwickeln. Zellen in Suspension liegen meist in kugelförmiger Gestalt 
vor  (siehe Abbildung 4‐45  links, nicht adhärierte Zellen), adhäsive Zellen hingegen 

































Die  untersuchten  Zelltypen weisen  ein  sehr  unterschiedliches Adhäsionsverhalten 
auf. Die  untersuchte Mausfibroblastenzelllinie  L929 wurde  verwendet,  um  die  zu 
untersuchenden  Oberflächen  hinsichtlich  Toxizität,  Bioverträglichkeit  und  auf 
Funktion hin zu überprüfen.  
HUVECs  (engl.  für  human  umbilical  vein  endothelial  cells, menschliche Nabelschnur 
Endothelzellen)  sind  primäre menschliche  Zellen,  die  in  der  aktuellen  Forschung 
eine  große  Rolle  spielen.  Sie  bilden  das  Endothelium,  welches  alle  Gefäße, 
einschließlich Kapillaren und seröse Höhlen auskleidet. Sie sind ca. 10 x 30 μm groß 
und wachsen  in vivo meist als Monolage. Da sie bei der Angiogenese (Bildung von 
Blutgefäßen  und  Kapillaren,  beim  Erwachsenen  vor  allem  auch  bei  der 
Tumorbildung)  eine  bedeutende  Rolle  spielen,  sind  sie  Gegenstand  zahlreicher 
Forschungen.126,127,128,129 
HCEC´s  (engl.  für  human  corneal  endothelial  cells,  menschliche  korneale 
Hornhautendothelzellen)  sind erst  seit wenigen  Jahren Gegenstand der Forschung. 
Bisher  wurden  Erkrankungen  der  Hornhaut  über  Totaltransplantationen  gelöst. 
Dabei  übersteigt  der  Bedarf  bei  weitem  das  Angebot.  Da  nicht  bei  allen 


































































Die  hergestellten  Schichten  sind  also  prinzipiell  mehrfach  wieder  einsetzbar. 






























































Matrix  (ECM) zusammen.  Je mehr ECM die Zellen produzieren, desto geringer  ist 
der Einfluss des Substrates, da die Zellen vollkommen in ECM eingebettet sind. 
 
Auf  den  untersuchten  P(NiPAAm)‐haltigen  Copolymeren  mit 
0 bis 5 Gewichtsprozent  Ethylenglykol  in  den  Seitenketten  konnten  erfolgreich 
3 verschiedene Zellarten kultiviert werden. Mausfibroblasten der Dauerzelllinie L929 
und  humane  Korneaendothelzellen  (HCEC)  konnten  ohne  Vorbehandlung  der 
Schichten  auf  diesen  über  einen  längeren  Zeitraum  kultiviert  werden.  Humane 










Ablösung  der  Zellen  bereits  nach  wenigen  Minuten  statt.  Unterschiede  im 
Zellablöseverhalten zwischen den verwendeten P1‐ und P5‐Substraten konnten nicht 
festgestellt  werden,  obwohl  diese  eine  verschiedene  Quellcharakteristik (Tcr.) 
aufweisen. 
Auffällig war, dass  sich Mausfibroblasten  sehr  schnell  (bis 5 Minuten) und als  ein 
gesamter Zellrasen nach dem Abkühlen ablösten, HCECs brauchten dagegen etwas 
länger  (bis  30 Minuten),  lösten  sich  dann  aber  auch  im Zellverband  ab. HUVECs 
zeigten  innerhalb  von  5  Minuten  eine  Reaktion  auf  den  Temperaturstimulus 
(Ausbildung  einer  kugeligen Morphologie),  ließen  sich  jedoch  durch  Spülen  vom 
Substrat ernten.  











Zur  Klärung  der  Frage,  in  welcher Weise  sich  Zellen  von  schaltbaren  Schichten 
ablösen, muss man die Wechselwirkungen zwischen Substrat und Zelle verstehen. 
Die  Adhäsion  der  Zelle  auf  bestimmten  Oberflächen  wird  durch  die 
Wechselwirkung  von  extrazellulären  Matrixproteinen  mit  entsprechenden 
Rezeptoren in der Zellmembran gesteuert. Insbesondere Fibronektin (FN)131, Laminin 
(LN) bzw. versch. Kollagene (Koll. I, II, IV) sind hier zu nennen. Dabei werden diese 
von  der  Zelle  meist  selbst  exprimiert,  d.h.  produziert,  an  ihren  Bestimmungsort 
transportiert  und  dort  eingesetzt.  Die  Wechselwirkungen  des  Proteins  bzw. 






Um  das  Verhalten  von  Adhäsionsproteinen  auf  thermosensitiven  Substraten  bei 
verschiedenen  Temperaturen  zu  untersuchen,  wurden  die  Substrate  mit  einer 
Lösung  von  fluoreszenzmarkiertem  Protein  überschichtet  und  anschließend  mit 
einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Dabei war besonders der Unterschied zur 
Referenzoberfläche  des  Teflon  AF  von  Interesse.  Verwendung  fand 
Tetramethylrhodamin‐isothiozyanat  (TRITC)  markiertes  Fibronektin  (FN‐TRITC). 
Dieses  wurde  bei  37°C  auf  die  entquollene  Schicht  gegeben  und  30  min  dort 















































 Teflon AF Gitter
 SRP-Schicht (P5)
Als  Vergleichsoberfläche  dient  die  durch  Maskierung  erhalten  gebliebene 
Teflon‐AF‐Unterlage. Abbildung 4‐49 zeigt zwar eine veränderte absolute Intensität 
zwischen warmer und kalter Probe, aber diese Abnahme findet nicht nur selektiv auf 
den  thermosensitiven Oberflächen  statt,  sondern wird  im  selben Ausmaß  auf  der 




















zwischen Adsorptionsproteinen  und  thermosensitiver Oberfläche  ausschlaggebend 
für ein Ablösen der Zellen sind. 
Ähnliche Experimente mit Albumin  aus Rinderserum  (BSA,  engl.  für  bovine  serum 
albumine) erbrachten gleiche Ergebnisse. 
Die  erhaltenen  Ergebnisse  bestätigen  die  von  Yamato  et  al132  gemachten 





Das  voradsorbierte  Fibronektin wird  von  den  Zellen  erkannt  und  in  ihre  eigene 












































Ausgangspunkt  für  die  Untersuchungen  ist  eine  konfluente  Zellkultur,  die  dann 
entweder nach Zugabe von markiertem Protein weiterkultiviert wird oder bei 37°C 




Die  interessierenden  Proteine  der  fixierten  Proben  wurden  mit  Hilfe  einer 
Antigen‐Antikörper‐Reaktion markiert.  
Im  Immunsystem  des  Menschen  spielen  Antigen‐Antikörper‐Reaktionen  bei  der 
Abwehr  von  Krankheitserregern  (Antigene)  eine  sehr  bedeutende  Rolle.  In  der 
Forschung und Analytik wird diese Immunreaktion eingesetzt, um ganz spezifische 
Moleküle  nachzuweisen.  Dazu  wird  der  gegen  das  zu  untersuchende  Protein 
wirksame  primäre  Antikörper mit  der  Probe  zur  Reaktion  gebracht.  Ein  zweiter 
(sekundärer)  fluoreszenzmarkierter  Antikörper,  der  mit  dem  ersten  Antikörper 
spezifisch reagiert, wird zur Markierung verwendet. Das zu untersuchenden Protein 
ist  nun mit Hilfe  von  zwei Antikörpern markiert. Mit  dieser Methode  lassen  sich 
zeitgleich mehrere unterschiedliche  in der Probe vorhandene Proteine untersuchen, 






























Mit  Hilfe  von  Antikörperfärbungen  können  Proteine  und  Zellbestandteile  im 
Fluoreszenzmikroskop  sichtbar  gemacht  werden.  Dazu  muss  die  Probe  fixiert 
vorliegen,  d.h.,  alle  Bestandteile  sind  durch  Paraformaldehyd  vernetzt  auf  der 
Oberfläche gebunden. Dabei bleibt aber die Struktur der Proteine erhalten. Der Probe 
wird  nun  ein  gegen  das  gewünschte  Protein  wirksamer  primärer  Antikörper 






















dem  Hydrogel  angesiedelten  Zellen.  Im  Bild  sind  nur  noch  wenige  auf  dem 
Hydrogel verbliebene Zellen sichtbar. Die auf dem Teflon adhärierten Zellen bilden 
deutlich  dessen  Struktur  ab.  In  dieser  Probe  wurde  mit  Hilfe  der  Antigen‐
Antikörper‐Reaktion Fibronektin angefärbt, dieses erscheint in Abbildung 4‐53 rechts 
rot.  Man  erkennt  deutlich,  dass  nur  noch  um  die  verbliebenen  Zellen  auf  dem 
Teflon‐Gitter  Fibronektin  zu  detektieren  ist.  Auf  dem  Hydrogel  finden  sich  nur 
wenige bis keine Spuren des Proteins. Wenn man bedenkt, dass vor dem Senken der 
Temperatur  das  gesamte  Substrat mit  Zellen  bewachsen  und  somit  überall  auch 
Fibronektin  vorhanden  war,  muss  man  schlussfolgern,  dass  die  sich  ablösenden 
Zellen dieses mit sich genommen haben.  
 
Unterschiedliche  Zelltypen  besitzen  auch  eine  verschieden  zusammengesetzte 
extrazelluläre Matrix.  Im Falle der HUVEC  ist das Fibronektin  charakteristisch. Da 




























Man  erkennt deutlich, dass die  sich  ablösenden Zellen  von Kollagen  IV umgeben 
sind und nur ein geringer Prozentanteil auf dem Hydrogel zurückbleibt. 
























der  sich  durch weitere mechanische  Stimulation  der  Zellrasen weiter  ablöst. Das 
obere Panoramabild  ist  aus mehreren Einzelbildern  zusammengesetzt, wobei man 









dessen  Einbau  und  Umordnung  beobachten  (siehe  Abbildung  4‐56  links).  Das 
fluoreszenzmarkierte Protein wird direkt in das Zellkulturmedium gegeben und dort 
eine gewisse Zeit belassen  (hier  eine  Stunde). Danach wird das Medium  erneuert, 
wobei nicht  eingebautes markiertes Protein mit  entfernt wird.  Jegliches, nun unter 

















In  Abbildung  4‐56  erkennt  man  sehr  gut,  dass  nach  dem  Abschalten  der 
Mausfibroblasten kaum noch Protein (Fibronektin) auf der Oberfläche vorhanden ist, 











stark  zu  beobachten  wie  bei  den Mausfibroblasten,  da  bei  diesen  Zellen  andere 
Proteine  (Kollagene)  in  der  ECM  eine  größere  Rolle  spielen.  Trotzdem wird  aus 




























Unterschiede  hinsichtlich  verbleibenden  Proteins  zwischen  den  verwendeten 
Substraten konnten nicht beobachtet werden.130 
 
Es  kann  also  festgestellt  werden,  dass  die  untersuchten  Zellen  die  sie  in  der 
extrazellulären  Matrix  umgebenden  Proteine  während  des  Ablöseprozesses 
mitnehmen, wie  auch Cheng  et  al mit Antikörperfärbungen  nachwiesen133. Dieses 
Ergebnis konnte  sowohl mit  eigenen Antikörperfärbungen der  fixierten Proben als 
auch direkt in der lebenden Kultur während des Ablösens gezeigt werden. 
Dieses  Ergebnis  ist  von  grundlegender  Bedeutung.  Die  extrazelluläre Matrix  der 
Zellen  hilft  diesen  bei  der  erneuten  Adhäsion.  Im  Gegensatz  zu  abtrypsinierten 




















Dies  erfolgt  durch  aktives  Abpumpen  des  in  der  Hornhaut  zuviel  befindlichen 
Wassers,  da  sonst  die  Hornhaut  aufquellen  und  dadurch  trüb würde.  Um  diese 
Pumpfunktion  ausführen  zu  können,  müssen  sich  die  Zellen  in  der 
Endothelzellmonolage  sehr eng aneinander anfügen. Dadurch werden  so genannte 
„tight‐junctions“  (feste Zell‐Zell‐Bindungen über Membranproteine, wie z. B. ZO‐1) 
ausgebildet.  Diese  können  durch  Anwesenheit  des  ZO‐1‐Proteins  nachgewiesen 





















Ein erstes  Indiz  für die Ausbildung einer  intakten und geschlossenen Monolage  ist 
die charakteristische Zellform der HCEC wie  in Abbildung 4‐58 gezeigt. Die Zellen 




























Die  in  Abbildung  4‐59  links  gezeigten  Zellen  haben  noch  einen  Großteil  der 
ZO‐1‐Proteine  im Zytoplasma  verteilt,  da  nach  24  Stunden  noch  keine  konfluente 
Zellschicht  gewachsen  ist.  Im  rechten  Bild  nach  8  Tagen  dagegen,  sind  in  allen 
Zellwänden ZO‐1‐Proteine nachzuweisen. 
Der  hier  gebrachte  Nachweis  über  die  charakteristische  Morphologie  der 
verwendeten neuen  immortalisierten Zelllinie von HCECs und die Ausbildung von 
„tight  junctions“  innerhalb der Zellmonolage  ist die erste bekannte Dokumentation 
der  erfolgreichen  Kultivierung  dieser  Zelllinie  mit  charakteristischer 
Zellmorphologie auf thermisch schaltbaren Zellkultursubstraten.130 Im Gegensatz zu 
den  von  Ide et al  verwendeten  primären Korneazellen  (Zellen  eines  Spenders,  die 




















Gegenstand  dieser  Arbeit  war  die  Synthese  von  thermisch  schaltbaren 
Kammcopolymeren  auf  Basis  von  N‐(Isopropylacrylamid)  (NiPAAm)  und 
Polyethylenglykolmakromonomeren (PEGMA). Die  intensive Charakterisierung der 
















Hilfe  der  kontrolliert  radikalischen  RAFT‐Methode  (reversible addition 
fregmentation chain transfer‐process)  hinsichtlich  Molmassenverteilung  und 
Architektur  des  Polymers  optimiert.  Dazu  notwendige 
Kettenübertragungsreagenzien  (CTA ‐ chain transfer agent)  konnten  erfolgreich 
synthetisiert werden. Zwei von  ihnen  lieferten bei der kontrollierten Synthese von 




























Es  konnte  in dieser Arbeit die  erfolgreiche  Synthese  von  kontrolliert  hergestellten 
P(NiPAAm‐co‐PEGMA)‐Copolymeren mit einer Molmassenverteilung von rund 1.3 
gezeigt  werden.  Mit  Hilfe  von  Monomeradditionsexperimenten  konnte  an  ein 
P(NiPAAm)‐Makrokettenübertragungsreagenz  (PNiPAAm‐CTA) ein weiterer Block 




wurden  auf  ihre  Anwendung  als  Zellkultursubstrat weiter  optimiert.  So wurden 
P(NiPAAm‐co‐DEGMA)  mit  einem  Gewichtsprozent  DEGMA  (P1)  und 
P(NiPAAm‐co‐PEG475MA) mit  5  Gewichtsprozent  PEG475MA  (P5)  neben  reinem 
P(NiPAAm) (P0) neu hergestellt und  in der Zellkultur eingesetzt. Das bereits früher 
eingesetzte P(NiPAAm‐co–PEG2080MA) mit rund 25 Gewichtsprozent PEG2080MA 
eignete  sich  nicht  uneingeschränkt  als Zellkultursubstrat,  da  der  hohe  PEG‐Anteil 
bereits ein Adherieren der Zellen verhinderte. 
Die  hergestellten  thermisch  sensitiven  Copolymere  wurden  hinsichtlich  ihrer 
thermischen  Eigenschaften  in  Lösung  intensiv  charakterisiert.  So  konnte mit Hilfe 























































°C  Tcr. Transmission der Lösung
 Tcr. DSC der Lösung





Methoden  charakterisiert. Dabei  ist  ersichtlich, dass die Quellbarkeit und die Lage 
der Phasenübergangstemperatur durch die Immobilisierung nicht negativ verändert 
wurde.  Außerdem  konnte mit  Hilfe  der  Quarzmikrowaage  gezeigt werden,  dass 
beim Entquellen der Schicht deren Steifigkeit zunimmt und beim Aufquellen diese 
ihre  viskoelastischen  Eigenschaften  zurückerhält.  Einen  weiteren  Beweis  für  die 
Änderung  der Oberflächencharakteristik  des Hydrogels während  des  Entquellens 
durch  einen  thermischen  Stimulus  liefern  die  ermittelten  Kontaktwinkel  einer 
gequollenen bzw. einer entquollenen Schicht.  
Es  konnte  somit  bewiesen  werden,  dass  die  hergestellten  und  immobilisierten 
ultradünnen  Hydrogelschichten  beim  Entquellen  durch  einen  Temperaturanstieg 
steifer  und  deren  Oberflächen  hydrophober  werden.  Im  anderen  Fall  einer 
anschließenden  Temperaturerniedrigung  quellen  diese  Schichten  auf  und werden 
weicher bzw. deren Oberflächen hydrophiler. Genau dieses Verhalten der Schichten 
bei  den  genannten  Temperaturstimuli  ist  Vorraussetzung  für  deren  Einsatz  als 
Zellkultursubstrate.  Adherente  Zellen  bevorzugen  steife  hydrophobe 
Substratoberflächen  [Teflon  eignet  sich  also  besonders  gut,  Polystyren  ist  als 
Standardzellkultursubstrat (TCPS‐tissue culture polystyrene) auch bestens geeignet], 
















Die  durch  die  Maskierung  während  der  Plasmabehandlung  entstandenen 
strukturierten Schichten bieten die Möglichkeit, in der Zellkultur, zwei verschiedene 
Oberflächencharakteristika  innerhalb  einer  Probe  zu  vergleichen,  zum  einen  die 
weiche und quellbare Hydrogelschicht und zum anderen die harte und hydrophobe 
Teflonschicht.  Dadurch  ist  es  möglich,  den  direkten  Einfluss  des  thermisch 
schaltbaren  Substrates mit  einem  nicht  schaltbaren  Substrat  zu  vergleichen  (siehe 
Abbildung 5‐4).  
 
Auf  den  untersuchten  P(NiPAAm)‐haltigen  Copolymeren  mit 
0 bis 5 Gewichtsprozent  Ethylenglykol  in  den  Seitenketten  konnten  erfolgreich 







Schichten  auf  diesen  über  einen  längeren  Zeitraum  kultiviert  werden.  Humane 










schneller  (in  wenigen  Minuten)  und  schon  bei  Temperaturen  um  30°C  von  der 
Oberfläche.  Zellkulturen  auf  reinem  P(NiPAAm),  P0,  benötigen  teilweise mehrere 
Stunden bei Raumtemperatur (~20 bis 25°C), um sich zu lösen.  
Auffällig  war,  dass  sich  Mausfibroblasten  sehr  schnell  (bis  5  Minuten)  und  als 
gesamter Zellrasen nach dem Abkühlen ablösten, HCECs brauchten dagegen etwas 
länger  (bis  30 Minuten),  lösten  sich  dann  aber  auch  im Zellverband  ab. HUVECs 
zeigten  innerhalb  von  5  Minuten  eine  Reaktion  auf  den  Temperaturstimulus 
(Ausbildung einer kugeligen Morphologie), ließen sich jedoch nur durch Spülen vom 
Substrat ernten.  






Zelle und  schaltbarem Substrat. Zuerst  ist  es wichtig, dass die Zellen das Substrat 
annehmen  und  darauf  proliferieren.  Dazu  ist  es  notwendig,  die  Vorgänge  beim 
Adherieren  von  Zellen  auf  Oberflächen  zu  kennen.  Im  zweiten  Schritt  sind  die 
Wechselwirkungen  während  des  Ablösevorgangs  nach  einer 
Temperaturerniedrigung  zu  untersuchen.  Da  beide  Prozesse  auf  den  gleichen 
Proteinen aufbauen, wurden Färbungen der dabei aktiven Proteine (Fibronektin und 
Kollagen IV) durchgeführt.  
Bei  37°C  adsorbierte  Proteinschichten  ließen  sich  nicht  durch  einen 
Temperaturstimulus  „wegschalten“.  Der  Zellablösevorgang  muss  also  noch  auf 
anderen  Mechanismen  als  der  reinen  Proteinwechselwirkung  mit  dem  Substrat 
beruhen.  
Zellkulturen  von  HCECs  auf  mit  fluoreszenzmarkiertem  Fibronektin 
vorbeschichteten Substraten zeigten keinen Einbau des angebotenen Fibronektins in 
die extrazelluläre Matrix der Zellen, auch ließen sich so kultivierte Zellen nicht von 


















vom  Hydrogel  löst.  Gleiche  Ergebnisse  wurden  nach  Fixierung  der  Probe  und 
Immunofärbung  der  Proteine  mit  Antikörpern  erhalten.  Zellen  auf  dem  Teflon‐
Bereich  und  deren  ECM  verbleiben  nach  Ablösen  der  restlichen  Zellen  vom 
Hydrogel auf dem Substrat. 
Die erhaltenen Resultate zeigen den Vorteil der Zellernte von thermisch schaltbaren 
Zellkultursubstraten  deutlich  gegenüber  den  zur Zeit  verwendeten Methoden,  bei 




Außerdem  konnte  erstmals  gezeigt  werden,  dass  die  auf  schaltbaren 
Zellkultursubstraten  kultivierten  humanen Korneaendothelzellen  der  verwendeten 
immortalisierten Zelllinie die gleiche Morphologie ausbilden wie in ihrer natürlichen 
Umgebung. Weiterhin konnte durch Antikörperfärbung des ZO‐1‐Membranproteins 
bewiesen  werden,  dass  die  so  kultivierten  HCECs  eine  dichte  und  geschlossene 
Zellmonolage  ausbilden  und  dadurch  die  HCECs  ihre  Funktionalität  aktivieren 
können.  
 
Resultierend  aus  dem  gewonnen  Verständnis  der  Wechselwirkungen  zwischen 
thermisch  schaltbaren Zellkultursubstrat und darauf  kultivierten Zellen  können  in 
Zukunft  gezielt  Polymere  synthetisiert  werden,  die  den  Anforderungen  an  eine 
bestimmte Zelllinie entsprechen. 
 
Aufgrund  der  Limitationen  durch  den  eingesetzten 
Plasmaschritt  und  der  fehlenden  Möglichkeit  die 
Hydrogelschichten weiter zu modifizieren, wurden neue 
reaktive  thermisch  schaltbare  Copolymere  hergestellt. 
Diese  auf  Aktivesterbasis  hergestellten  reaktiven 
Monomere  können  nach  der  Polymerisation  mit 
NiPAAm  in  einem  Copolymer  weiter  umgesetzt 
werden.  
Durch  Reaktion  mit  primären  Aminen  an  einer 
entsprechend  funktionalisierten  Oberfläche  konnten 
solche  reaktiven  Aktivestercopolymere  in  ultradünnen 
Schichten  immobilisiert  werden.  Durch  Reaktion  von 
bioaktiven  Substanzen  (Peptiden,  Proteinen,  u. a.)  mit 
solchen  reaktiven  Schichten,  können  die 
Polymerschichten weiter modifiziert werden. 












Substraten  geerntet wurden,  sind  in Zukunft die Zellkulturbedingungen und  evtl. 
die Hydrogele so zu verändern, dass eine serumfreie Zellkultur möglich ist. 
Der Einsatz von thermisch schaltbaren Hydrogelschichten beschränkt sich nicht nur 
auf  den  Bereich  der  erleichterten  Zellernte.  Erste  Versuche  zur  Herstellung  von 




Aktivestercopolymeren  können  zur  gezielten  Herstellung  von  biomimetrischen 









Falls  notwendig,  wurde  unter  Luft‐  und  Feuchtigkeitsausschluss  in  einer 
Argonatmosphäre  gearbeitet.  Dazu  wurden  die  Lösungsmittel  nach  bekannten 
Verfahren getrocknet. Alle anderen Lösungsmittel wurden in p.A.‐Qualität bezogen 
und ohne weitere Reinigung eingesetzt.  
Für  die  säulenchromatographische  Reinigung  wurde  Merck  Silicagel  (60, 
Partikelgröße 0,063‐0,1 mm) verwendet. 














(54,02 g/mol, 19,8 g, d= 0,97 g/cm3, 20,4 ml) werden  in Methanol  (20 ml)  in  einem 
250 ml  Rundkolben  gelöst.  Durch  einen  Tropftrichter  oder  eine  Spritze  wird 
tropfenweise eine Lösung von 0,06 mol Benzylchlorid  (126,59 g/mol, 7,56 g, d=1,099 
g/ml,  6,88  ml)  zugeführt.  Dabei  kommt  es  zu  einer  leichten  Erwärmung  der 





Der  verbleibende  Rest  wird  mit  50+10  ml  Wasser  gelöst  und  3‐mal  mit  Ether 
gewaschen. Die wässrige Phase wird mit Ether überschichtet und mit 5 ml HCl (2 N) 
angesäuert. Diesen Vorgang wiederholen  bis  das Wasser  klar  ist. Die  vereinigten 




weiter  gewaschen.  Die  wässrigen  Phasen  in  einem  500  ml  Rundkolbenwerden 
tropfenweise mit K3[Fe(CN)6]  Lösung  (16  g  in  210 ml Wasser)  versetzen  und  1  h 
rühren.  Die  rotbraune  Lösung  wird  dabei  klar  und  die  sich  bildenden  Flocken 





2g  Bis(thiobenzoyl)disulfid  werden  mit  1,3‐fachem  Überschuss  an  AIBN 
(164,21 g/mol,  1,4  g,  8,564∙10‐3 mol)  versetzt und  in Ethylacetat  gelöst. Die Lösung 
wird 18 h unter Rückfluss gekocht. Nach Abziehen des Lösungsmittels wird das rote 
Öl  im  Vakuum  getrocknet.  Die  Reinigung  erfolgte  mit  Hilfe  der 












3.14 g  Bis(thiobenzoyl)disulfid  werden  mit  1,3‐fachem  Überschuss  an  ACPA 
(280,29 g/mol, 4.2 g, 0.015 mol) versetzt und  in Ethylacetat gelöst. Die Lösung wird 
18 h unter Rückfluss gekocht. Nach Abziehen des Lösungsmittels wird das  rote Öl 
im  Vakuum  getrocknet.  Die  Reinigung  erfolgte  mit  Hilfe  der 
Säulenchromatographie,  mit  Silicagel  als  Trägermaterial  und  als  Eluent  einem 
































1H‐NMR (CDCl3):   δ  in  ppm:  8  (d,  2 H,  C9);  7.5  (t,  1 H,  C10);  7.45‐7.3  (m,  7 H, 
C1+C2+C3+C7); 4.6 (s, 2 H, C5) 









Die  Synthese  der  Copolymere  erfolgt  in  einem  Kolben,  der  mit  einem  Septum 






auftauen.  Man  bemerkt  eine  deutliche  Blasenbildung  in  der  Lösung.  Ist  alles 
aufgetaut, friert man den Kolben ein und wiederholt diese Prozedur. Der Einfrieren–
















Die  Reaktion  kann  je  nach  Lösungsmittel  unter  Vakuum  oder  Schutzatmosphäre 
durchgeführt werden. 
Nach  beendeter  Reaktionszeit  wird  die  Reaktionslösung  abgekühlt  und  das 
Lösungsmittel  fast  vollständig  im Vakuum  entfernt. Die  nun  hochviskose  Lösung 
wird  langsam  in  einem  Überschuss  von  kaltem  Ether  ausgefällt.  Ein  günstiges 
Verhältnis  ist 1:100, da das Polymer schon  in Mischungen aus wenig Lösungsmittel 












In  einem  Weithalskolben  werden  10  g  NiPAAm  (113.16  g/mol,  88,4  mmol) 
zusammen  mit  0,071  Mol%  AIBN  (164,21  g/mol,  0,06321  mmol)  als  Initiator 
eingewogen  und  in  66  ml  Dioxan  gelöst.  Die  Polymerisation  erfolgt  in  einer 
13 Gew.%‐Lösung  von  Dioxan  bei  70  °C  für  19  Stunden.  Die  weiteren 
Syntheseschritte  sind  der  allgemeinen  Arbeitsvorschrift  für  die  Synthese  der 
Polymere zu entnehmen. Anstatt einer Fällung  in Ether wurde das Produkt  in viel 























mit  0,5  Mol.%  Diethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat  (188,2 g/mol, 
8,835∙10‐5  mol)  und  0,05  Mol%  AIBN  (164,21  g/mol,  0,06321  mmol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 10‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 











69.7  (C7); 58.1  (C9); 41.6  (Cb); 40.7  (Cd); 35.4  (Ca); 
22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer 
wurde aus dem Verhältnis der Intensitäten aus den 
Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 






mit  0,5  Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat  (475 g/mol, 
4,42∙10‐5  mol)  und  0,05  Mol%  AIBN  (164,21  g/mol,  4,42∙10‐6  mol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 16‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
































Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer 
wurde  aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus 
den  Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 







In  einem  Weithalskolben  werden  2 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  17,67 mmol) 
zusammen  mit  1,2 Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat 
(2080 g/mol,  0,226 mmol)  und  0,1 Mol%  ACPA  (280,29 g/mol,  1,79∙10‐6 mol)  als 







3.85  (bs,  1 H, Cd);  3.5  (bs, C6+C7+C8);  3.27  (bs, 
C9); 1.96 (bs, 1 H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 
6 H, Ce) 




Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Copolymer 
wurde  aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus 
den  Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 














































In  einem  Weithalskolben  werden  2,25 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  19,88 mmol) 
zusammen mit  10 Mol.% N‐(Methacrylamido‐hexansäure)succinimid  (296,32 g/mol, 
0,845 mmol)  und  0,5 Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  1,036∙10‐4 mol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 20‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
70 °C  für  2  Stunden. Dabei  erhöhte  sich die Viskosität der Lösung  sehr  stark. Die 






1H‐NMR (DMSO):  δ  in  ppm:  7.13  (bs,  1  H, 
NH f); 3.85 (bs, 1 H, Cd); 3.5 (bs, C6); 3.27 (bs, 






Das  Verhältnis  der  Monomeren  im 
Copolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten  aus  den  Integralen  bei 
δ = 3.85 ppm  für  die  NiPAAm‐Komponente 






In  einem  Weithalskolben  werden  1,5 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  13,26 mmol) 
zusammen  mit  3 Mol.%  N‐(Methacrylamido‐hexansäure)succinimid  (296,32 g/mol, 
0,398 mmol)  und  0,5 Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  6,6∙10‐5 mol)  als  Initiator 
eingewogen. Die Polymerisation erfolgt  in einer 20‐Gew.%‐Lösung von Dioxan bei 
70 °C  für  2  Stunden. Dabei  erhöhte  sich die Viskosität der Lösung  sehr  stark. Die 






























1H‐NMR (DMSO):  δ  in  ppm:  7.13  (bs,  1  H, 
NH f); 3.85 (bs, 1 H, Cd); 3.5 (bs, C6); 3.27 (bs, 






Das  Verhältnis  der  Monomeren  im 
Copolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten  aus  den  Integralen  bei 
δ = 3.85 ppm  für  die  NiPAAm‐Komponente 






























In  einem  Weithalskolben  werden  0,5 g  NiPAAm  (113.16  g/mol,  4,42 mmol) 
zusammen  mit  0,1  Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  0,726 mmol)  als  Initiator  und 
0,5 Mol.%  BDTB  (244,38 g/mol,  2,21∙10‐5 mol)  als  Kettenübertragungsreagenz 
eingewogen und  in  2,5 ml Anisol gelöst. Die Polymerisation  erfolgt bei  100 °C  für 
24 Stunden. Die weiteren Syntheseschritte sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für 
die Synthese der Polymere zu entnehmen.  






13C‐NMR (DMSO): δ  in  ppm:  173.6  (C3);  41.6  (C2);  40.7  (C5);  35.5 
(C1); 22.3 (C6) 






mit  0,5 Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat  (475 g/mol, 
4,42∙10‐5 mol), 0,05  Mol% AIBN (164,21 g/mol, 4,4∙10‐6mol) als Initiator und 0,5 Mol.% 
AIBN‐CTA  (221,34 g/mol,  4,43∙10‐5 mol)  als 
Kettenübertragungsreagenz  eingewogen  und  in 
5 ml Anisol gelöst. Die Polymerisation erfolgt bei 
80 °C  für  6 Tage.  Die  weiteren  Syntheseschritte 
sind  der  allgemeinen  Arbeitsvorschrift  für  die 
Synthese der Polymere zu entnehmen.  
Man  erhält  nach  der  Trocknung  einen  rosa 
Feststoff mit einer Ausbeute von über 25%. 
1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm: 7.9  (bs, AIBN‐CTA 
Benzyl‐ortho CH); 7.13  (bs, 1 H, NH  f); 3.85  (bs, 
1 H, Cd);  3.5  (bs, C6+C7+C8);  3.27  (bs, C9);  1.96 
(bs, 1  H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 








































In  einem  Weithalskolben  werden  2 g  NiPAAm  (113.16 g/mol,  17,67 mmol) 
zusammen  mit  1,2 Mol.%  Polyethylenglycol‐monomethylether‐monomethacrylat 
(475 g/mol,  0,2331 mmol),  0,1  Mol% AIBN  (164,21 g/mol,  1,79∙10‐5mol)  als  Initiator 
und  0,25 Mol.%  ACPA‐CTA  (279,38 g/mol,  4,48∙10‐5 mol)  als 






1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm:  7.13  (bs,  1 H, NH  f); 
3.85 (bs, 1 H, Cd); 3.5 (bs, C6+C7+C8); 3.27 (bs, C9); 
1.96  (bs, 1  H, Cb); 1.44  (bs, 2 H, Ca); 1.05  (bs, 6 H, 
Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in ppm:  173.6  (Cc);  71.3  (C8); 




aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus  den 
Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.27 ppm  für  die 






In  einem  Weithalskolben  werden  2 g  NiPAAm  (113.16  g/mol,  17,67 mmol) 
zusammen  mit  0,1  Mol%  AIBN  (164,21 g/mol,  1,767∙10‐5 mol)  als  Initiator  und 






















eingewogen  und  in  10 ml Anisol  gelöst. Die  Polymerisation  erfolgt  bei  100 °C  für 
24 Stunden. Die weiteren Syntheseschritte sind der allgemeinen Arbeitsvorschrift für 
die Synthese der Polymere zu entnehmen.  






















































1H‐NMR (DMSO):  δ  in ppm: 7.13  (bs, 1 H, NH  f); 3.85 
(bs, 1 H, Cd); 3.6‐3.4 (3∙bs, C6+C7+C8); 3.27 (bs, C9); 1.96 
(bs, 1 H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 6 H, Ce) 
13C‐NMR (DMSO): δ  in ppm: 173.6  (Cc); 71.3  (C8); 69.7 
(C7); 58.1 (C9); 41.6 (Cb); 40.7 (Cd); 35.4 (Ca); 22.3 (Ce) 
 
Das  Verhältnis  der  Monomere  im  Blockcopolymer 
wurde  aus  dem  Verhältnis  der  Intensitäten  aus  den 
Integralen  bei  δ = 3.85 ppm  für  die 
NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.24 ppm  für  die 













3.85  (bs,  1 H,  Cd);  3.5  (bs,  C6+C7+C8);  3.27  (bs, 
C9); 1.96 (bs, 1  H, Cb); 1.44 (bs, 2 H, Ca); 1.05 (bs, 
6 H, Ce) 




Das  Verhältnis  der  Monomere  im 
Blockcopolymer  wurde  aus  dem  Verhältnis  der 
Intensitäten  aus  den  Integralen  bei  δ = 3.85 ppm 
für  die NiPAAm‐Komponente  und  δ = 3.24 ppm 














































IH‐NMR‐  und  13C‐NMR‐Spektren  wurden  an  einem  BRUKER  DRX  500  NMR 
Spektrometer  der  Firma  BRUKER  (Billerica, MA  / USA)  bei  500.13 MHz  (lH) und 






Zur  Bestimmung  der  Molmasse  wurde  die  Probe  (2 mg/ml)  in  DMAc  als 
Elutionsmittel  unter  Zusatz  von  2%  H2O  und  3  g/l  LiCl  gelöst.  Die 
Strömungsgeschwindigkeit durch die von Knauer hergestellte Anlage mit 2 „Zorbax 
PSM  Trimodal‐S“‐Säulen  beträgt  0,5 ml/min.  Ein  Knauer‐Ri‐Detektor  kam  zur 
Anwendung. Die Molmassen wurden mit Hilfe eines PVP‐Standards ermittelt.  
Das  zweite  verwendete  GPC‐System  wurde  mit  Dimethylformamid  als 
Elutionsmittel betrieben (1ml/min). Die Messtemperatur dieser Anlage liegt bei 50°C. 
Als  Detektor  wurde  ein  „multi‐angle‐laserlight‐scattering“  MALLS‐Detektor  in 
Kombination mit  einem Ri‐Detektor  verwendet. Vor Auftragen  der  Probe  auf  die 






Perkin  Elmer  DSC  7;  Heizrate:  1K/min;  Lösung  der  Polymere  (0,1 g/ml)  in 















Argonplasmas  ausgeführt.  Die  dazu  notwendigen  Schichtdicken  von  ~10‐20  nm 








bei  110°C  getempert.  Bevor  die  P(NiPAAm)‐haltigen  Polymere  aufgeschleudert 
werden  können,  ist  eine  Plasmavorbehandlung  für  120 s  im  Argonplasma  nötig 
Dadurch ist es möglich, die Polymere in folgender Weise aufzuschleudern. 
Eine 0,25‐Gew.%ige CHCl3‐Lösung des entsprechenden Polymers wird mit Hilfe der 






Apparat  von  Roth&Rau  (Wüstenbrand,  Deutschland)  ausgeführt.  Die 
Vakuumkammer  hat  einen Durchmesser und  eine Höhe  von  jeweils  350 mm. Der 
Druck  innerhalb der Kammer,  erzeugt durch  eine Turbomolekular Pumpe, beträgt 




Der  Abstand  zwischen  der  Probe  und  dem  durch  die  Plasmaquelle  angeregten 
Volumen beträgt rund 200 mm. Für die Immobilisierung von P(NiPAAm)‐basierten 















Flüssigkeitszelle  verwendet,  dabei  beträgt  der  Einfallswinkel  68°.  Somit  können 
Messungen unter entionisiertem Wasser (pH 6,5) oder unter Pufferlösungen bzw. in 









Es  wurde  eine  Q‐Sense‐D300‐Quarzmikrowaage  (Q‐Sense  AB,  Schweden)  mit 
Dissipationsmonitoring  verwendet.  Standard‐Gold‐Kristalle  (QSX  301)  mit  einer 
Resonanzfrequenz  von  5 MHz  und  einem  Durchmesser  von  14 mm  wurden 
äquivalent zu den anderen Substraten erst mit Teflon AF und danach mit dem zu 
untersuchendem  Polymer  beschichten  und  dieses  im  Argonplasma  immobilisiert. 
Um die gesamte gequollene Schichtdicke messtechnisch erfassen zu können, wurde 
die Trockenschichtdicke des Polymers auf 10 nm limitiert. 








Kontaktwinkelmessungen  wurden  auf  einer  vom  Institut  selbst  hergestelltem 
inversen ADSA‐Anlage durchgeführt.123 Die Temperatur in der Flüssigkeitsmesszelle 








Alle  Zellkulturexperimente  wurden  unter  gleich  bleibenden  Bedingungen 
durchgeführt.  Die  Temperatur  in  der  Inkubationskammer  wurde  auf  37°C 
eingestellt, die Atmosphäre mit 5% CO2 versetzt.  
 
Die Kultivierung  von  L929‐Mausfibroblasten  (DSZM,  Braunschweig, Deutschland) 




Für  die  Versuche  wurden  aus  Nabelschnüren  isolierte  Endothelzellen 
(HUVEC ‐ Human  Umbilical  Vein  Endothelial  Cells)  verwendet.  Je  nach  Bedarf 
wurden  sie aufgetaut oder, wenn  frisch  isolierte Endothelzellen vorhanden waren, 
diese für Versuche genutzt. 135 
Für die Gewinnung der Endothelzellen wurden nur bis zu maximal 20 Stunden alte 
Nabelschnüre  verwendet.  Diese  wurden  bis  zur  Präparation  in  mit  Antibiotika 
versetzter  PBS  kühl  gelagert.  Zur  Gewinnung  der  Endothelzellen  wurde  die 




Endothelial  Cell  Growth  Medium),  10%  FCS  enthaltend,  gestoppt,  die 
Collagenaselösung  mit  den  abgelösten  Endothelzellen  in  ein  steriles 
Zentrifugenröhrchen  gegeben  und  5 Minuten  bei  1500 U/min  (Heraeus,  Labofuge 
400R)  zentrifugiert.  Die  Zellen  wurden  im  Anschluss  in  vorgewärmtem 
Endothelzellmedium  resuspendiert  und  in  eine  mit  Fibronektin  beschichtete 
Zellkulturflasche gegeben. Die so gewonnenen Zellen wurden bis zur Konfluenz bei 
37°C und  5% CO2  inkubiert. Alle  zwei  Tage wurde  das Medium  gewechselt.  Bei 
Konfluenz wurden die Zellen passagiert. 
Für  die  Zellkulturen  wurde  das  Endothelzellmedium  der  Firma  Promocell 
angewendet.  Für  die Vorkultivierung  der  Endothelzellen wurde  das Medium mit 
dem Supplement‐Mix verwendet. Der Supplementmix  enthält neben 2% FCS noch 
diverse  Wachstumsfaktoren  und  Antibiotika  (200mM  L‐Glutamin,  10000U/ml 
Penicillin, 10mg/ml Streptomycin). 
 









10  ng/ml  bFGF  (Gibco  Invitrogen)  sowie  Gentamycin  (Gibco  Invitrogen)  und 
Amphotericin B (Biochrom AG) als antimikrobiologische Zusätze. 
Die  Aussaat  auf  nicht  thermosensitive  Oberflächen  (T25, 




Vor  Aussaat  der  Zellen  auf  thermosensitive  Substrate  wurden  diese  24   h  bei 







Mikroskopische  Aufnahmen  der  Zellkultur  unter  physiologischen  Bedingungen 
wurden mit einem Zeiss‐Axiovert‐200‐Mikroskop aufgenommen, welches mit einer 
Inkubationskammer ausgerüstet war. Dadurch konnten die Zellkulturen über einen 









zum  Einsatz.  Mit  Hilfe  von  Tetramethylrhodamin‐Farbstoff  (TAMRA,  Molecular 





10 min  gewaschen.  Danach  wurden  die  Proben  dem  primären  und  sekundären 
Antikörper ausgesetzt  (Verdünnung 1:200  in PBS; Inkubationszeit prim. Antikörper 
45 min, sek. Antikörper 30 min). Nach jedem Schritt wurden die Proben zweimal mit 
PBS‐Lösung  gespült. Nachdem  prim.  Antikörper wurde mit  einer  1 Gew.%  BSA‐
Lösung gespült, um ungebundenen Antikörper abzutrennen. 
 
Protein‐Adsorption  auf  den  Substratoberflächen wurde mit Hilfe  von markiertem 
Fibronektin (FN‐TRITC, 50 μg/ml) bzw. markiertem BSA (BSA‐TRITC, 2,5 mg/ml) in 
PBS‐Lösung untersucht. Dabei wurde die Proteinlösung 1 h auf dem 37°C warmen 
Substrat  belassen  und  danach  mit  PBS‐Lösung  gespült.  Die 
Fluoreszenzintensitätsmessungen wurden  bei  37°C und  nach Abkühlung  auf  30°C 
durchgeführt. 
Zur Beobachtung der Aufnahme und Reorganistion von markiertem Protein in einer 
Zellkultur  wurde  diese  bis  zur  Konfluenz  bei  37°C  belassen.  Die  Zellkulturen 
wurden  für  2 h  einer  10 μg/ml‐haltigen  FN‐TAMRA‐Lösung  in  Zellkulturmedium 
ausgesetzt. Anschließend wurden die Zellkerne mit Höchst  Farbstoff  33342  für  30 
min bei 37°C markiert. 
 
Für  ZO‐1‐Antikörperfärbungen  wurde  der  primäre  Antikörper:  clone  1,  isotype 



















































































































kenntlich gemacht. Die Arbeit wurde bisher weder  im  Inland noch  im Ausland  in 
gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde vorgelegt. 
 
Hiermit  erkenne  ich  die  Promotionsordnung  der  Fakultät  Mathematik  und 
Naturwissenschaften an der Technischen Universität Dresden vom 20. März 2000, in 
der Fassung der vom Fakultätsrat am 19.06.2002 und 12.07.2002 beschlossenen und 
mit  Erlass  des  Sächsischen  Staatsministeriums  für Wissenschaft  und  Kunst  vom 
18.03.2003 genehmigten Änderungen gemäß Satzung vom 16.04.2003 an. 
 
 
Frühere Promotionsverfahren haben nicht stattgefunden. 
 
 
Dresden, 10. Juli 2006 
